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RESUMO 

 

Introdução: Este estudo centrou-se no desenvolvimento de um método para análise 

do baço do cão como órgão-alvo de avaliação diagnóstica, objetivando caracterizar 

componentes celulares da resposta imune in situ na infecção por Leishmania 

chagasi, dado o papel desse animal como reservatório em áreas endêmicas da 

doença. Metodologia: O estudo foi desenvolvido em uma seqüência de 

experimentos, envolvendo cães sadios e portadores de leishmaniose visceral canina 

(LVC) para: (i) determinar a sensibilidade de testes parasitológicos realizados com 

amostras de aspirados esplênicos e do linfonodo poplíteo no diagnóstico 

confirmatório da infecção em 64 cães soropositivos para anticorpos anti-Leishmania; 

(ii) avaliar a segurança da biópsia aspirativa com agulha fina em cães, como 

procedimento para obtenção de amostras para análise em laboratório, sendo a 

técnica utilizada em 209 animais que apresentavam condições clínicas variando de 

ausência de sinais a quadros terminais de LVC; e (iii) padronizar técnicas para a 

análise de amostras de baço, por meio de coloração citoquímica com corante de 

Wright e hematoxilina-eosina, e marcação imunocitoquímica com anticorpos 

monoclonais, e aplicá-las na avaliação da composição celular esplênica de 14 cães 

saudáveis e 15 portadores de LVC. Resultados: Na primeira abordagem, foi obtida 

uma taxa de detecção de parasitos de 74% em aspirados esplênicos, em 

comparação com 18% em aspirados de linfonodo, indicando o uso de aspirados de 

baço como amostras de escolha para o diagnóstico parasitológico da doença. Em 

seguida, a avaliação do risco potencial da punção aspirativa de baço, objetivando a 

obtenção de amostras para análise das células do sistema imune do cão nesse 

órgão, mostrou que o procedimento não causou efeitos adversos e pôde ser 

considerado eficaz e seguro. Na etapa subseqüente, o método desenvolvido 

permitiu a identificação de diferenças significativas entre as populações de 

leucócitos esplênicos e do sangue periférico nos diferentes grupos, incluindo 

alterações associadas à doença. Todos os resultados são discutidos. Conclusão: A 

avaliação de aspirados de baço com o método proposto constitui uma contribuição 

potencial ao estudo do sistema imune do cão, com a perspectiva de ser aplicado 

como uma ferramenta analítica no monitoramento da resposta imune esplênica in 

situ em pesquisas com imunoterápicos e preparações candidatas a vacina contra a 

LVC.  
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ABSTRACT 

 

Introduction: This study was focused on the development of a method for the 

analysis of the canine spleen as a target organ for diagnostic evaluation, aiming to 

characterize cellular components of the in situ immune response to infection by 

Leishmania chagasi, since the dog stands as reservoir of the parasite in endemic 

areas of the disease. Methods: The study was developed in a sequence of 

experiments, involving healthy dogs and dogs with canine visceral leishmaniosis 

(CVL), to: (i) determine the sensitivity of confirmative parasitological diagnosis, 

comparatively using samples of spleens and popliteal lymph nodes from 64 

seropositive animals for antibodies anti-Leishmania; (ii) evaluate the safety of the 

fine-needle biopsy of canine spleen as a sampling procedure for laboratory analysis, 

by performing the technique on 209 dogs with a wide variety of clinical conditions of 

CVL, from absence of signs to a terminal picture of disease; and (iii) standardize and 

validate procedures for the analysis of spleen samples by means of cytochemical 

staining, with Wright’s and hematoxilin-eosin techniques, and immunocytochemistry 

using monoclonal antibodies, applying them in the evaluation of the cellular splenic 

composition of 14 healthy non-infected dogs and 15 dogs with CVL. Results: In the 

first approach, our results, demonstrating 73% of Leishmania detection rate in spleen 

samples, in comparison with the 18% rate in lymph node cultures, supported the use 

of spleen instead of lymph node as the organ of choice for the parasitological 

diagnosis of the disease. Then, the evaluation of the potential risks of the fine needle 

spleen biopsy showed that the procedure did not cause adverse side effects and 

could be considered efficacious and safe for providing samples for laboratorial 

analysis of cells of the canine immune system in this organ. Afterwards, the 

standardized techniques allowed the distinction of significant differences among 

leukocyte populations from blood and spleen in both dog groups, including changes 

associated to disease. All results are discussed. Conclusion: The evaluation of 

spleen aspirates with the method described herein constitute a potential contribution 

to the study of the canine immune system, having the perspective of being applied as 

an analytical tool for the monitoring the immune response in the canine spleen in 

research for the development of immunotherapy or vaccine against CVL.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Dificuldades no controle da leishmaniose visceral: um problema de Saúde 

Pública 

 

Estima-se que o crescimento mundial da leishmaniose visceral (LV) humana 

seja da ordem de 500.000 novos casos anuais, com envolvimento crescente de 

novas áreas endêmicas, inclusive em países anteriormente livres da doença (WHO, 

2000) e regiões para onde está ocorrendo migração e adaptação do inseto vetor, 

como as áreas peri-urbanas e urbanas (COSTA et al., 1990; MICHALIK et al., 1992; 

NASCIMENTO et al., 1992; MARZOCHI et al., 1994; MORENO & ALVAR, 2002). 

Fatores como a desnutrição e a deficiência ou ausência de saneamento básico são 

característicos da maioria das regiões endêmicas (BADARÓ et al., 1986). O advento 

da AIDS, determinando um comprometimento do sistema imune, favorece e agrava 

a situação (WHO, 2000).  

A LV é causada pela Leishmania infantum no Velho Mundo e pela Leishmania 

chagasi no Novo Mundo, sendo ambas pertencentes ao complexo Leishmania 

donovani (WHO, 1990). No Brasil, onde calcula-se que ocorram cerca de 90% de 

todos os casos de LV relatados nas Américas Central e do Sul, cães domésticos e 

raposas (Cerdocyon thous e Dusycion vetulus) são considerados os principais 

reservatórios naturais do parasito (DEANE & DEANE, 1955; COURTENAY et al., 

1996). Os programas governamentais para controle da doença seguem as 

determinações da OMS, que preconizam a identificação e o tratamento dos casos 

humanos, o uso de inseticidas para controle do vetor e a eliminação (termo utilizado 

em várias publicações) dos cães que apresentem anticorpos contra Leishmania em 

inquéritos sorológicos (WHO 1990).  

O sacrifício indiscriminado de cães soropositivos, além de ser uma medida 

onerosa, encontra resistência ética e emocional (NEOGY et al., 1994), sendo 

questionada sua eficiência na redução da incidência da doença humana (TESH 

1995; DYE 1996; PARANHOS-SILVA et al., 1998). 
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O insucesso dos programas de controle da LV no Brasil, entre outros fatores, 

pode ser atribuído a testes pouco sensíveis, rotineiramente utilizados para inquéritos 

sorológicos, como a reação de imunofluorescência indireta. Assim, uma parcela de 

cães infectados não é identificada, permanecendo como reservatório por longos 

períodos (PARANHOS-SILVA et al., 1996). Além disso, o combate ao inseto vetor é 

prejudicado pelo desconhecimento dos seus locais de reprodução e pelo alto custo 

dos inseticidas indicados, gerando freqüentes descontinuidades (JERONIMO et al., 

1994). Por outro lado, as medidas de controle dos reservatórios silvestres são de 

difícil execução, tendo em vista que sua biologia é pouco conhecida, além do fato de 

que a captura e o sacrifício desses animais poderiam contribuir para a extinção de 

algumas espécies (GENARO 1992). 

 

1.2. A leishmaniose visceral canina: um problema de Saúde Pública e da 

Medicina Veterinária 

 

A importância do cão na epidemiologia da LV decorre do fato de ser a 

enfermidade mais prevalente na população canina do que na humana, além do cão 

apresentar um índice de parasitismo cutâneo mais elevado (FEITOSA et al., 2000). 

Inquéritos sorológicos sugerem que a ocorrência da infecção canina nas áreas 

endêmicas é elevada, atingindo cifras superiores a 20 % (QUINNELL et al., 2001). 

Dados obtidos com a utilização da reação em cadeia da polimerase (PCR) indicam 

que o exame sorológico deixa de identificar um número elevado de cães infectados, 

podendo os índices reais de infecção chegar até a 80% dos animais em áreas 

endêmicas (ASHFORD et al., 1995; BERRAHAL et al., 1996). Mesmo em regiões 

onde o índice de infecção humana é baixo, a leishmaniose visceral canina (LVC) 

pode mostrar uma alta prevalência (PARANHOS-SILVA et al., 1998).  

 Por outro lado, os clínicos veterinários, à medida que incorporam em seu 

instrumental técnicas mais específicas de diagnóstico, como o ensaio 

imunoenzimático por adsorção em placa (ELISA) e a PCR, o que favorece um 

aumento de laudos diagnósticos positivos, vêm sendo cada vez mais solicitados a 

tratar os animais infectados, cujos donos recusam-se a entregá-los para o sacrifício. 

Fármacos leishmanicidas de uso terapêutico humano vêm sendo empregados para 
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esse fim, devido à carência de substâncias adequadas à terapêutica do cão 

(AMUSATEGUI et al., 1995). Contudo, esses compostos apresentam eficácia 

relativa, sendo freqüentes as recidivas e o desenvolvimento de refratariedade nos 

cães (NEOGY et al., 1994; SLAPPENDEL & TESKE 1997; VALLADARES et al., 

1998). Esses fatores representam risco epidemiológico, possibilitando a seleção de 

cepas de Leishmania resistentes à quimioterapia (VEXENAT et al., 1998; MORENO 

et al., 1999).  

 

1.3. A natureza da resposta protetora ou de susceptibilidade na leishmaniose 

visceral canina e possibilidade de imuno-intervenção na doença 

 

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatório, cuja patogenia depende 

de um ambiente favorável no hospedeiro. Assim, o uso de agentes 

imunomoduladores pode representar uma importante alternativa terapêutica a ser 

explorada, devendo também compor as bases da elaboração de uma vacina canina 

contra a infecção. Abordagens imunoterapêuticas e/ou vacinais bem-sucedidas 

tornariam os cães de áreas endêmicas incapazes de transmitir o parasito ao 

flebótomo, contribuindo para o controle da infecção humana.   

Relatos de grupos de pesquisa em diferentes regiões do mundo, reportando 

estudos com candidatos a vacina para utilização no cão (OGUNKOLADE et al., 

1988; DUNAN et al., 1989; MAYRINK et al., 1996; LASRI et al., 1999; SILVA et al., 

2000; PANARO et al. 2001; GRADONI et al., 2001; RAMIRO et al., 2003; 

MOHEBALI et al., 2004), enfatizaram a importância da existência de um mecanismo 

eficaz voltado para a prevenção da doença, centrado neste hospedeiro, como 

medida de controle no ambiente endêmico. Além disso, a perspectiva de protocolos 

imunoterapêuticos caninos eficazes, como opção entre as medidas de controle da 

transmissão em áreas endêmicas, tem estimulado a pesquisa na busca de 

reagentes capazes de modificar a resposta imune canina ao parasito (NEOGY et al., 

1994; GUARGA et al., 2002; SANTOS et al., 2003; BORJA-CABRERA et al., 2004). 

Agentes imunomoduladores, associados ou não a quimioterapia, poderiam ser 

capazes de tornar cães portadores de infecção ativa em indivíduos não 

transmissores e resistentes a uma possível re-infecção. A manutenção desses 
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animais nas áreas endêmicas minimizaria a introdução de novos animais, 

freqüentemente jovens e susceptíveis, geralmente propensos ao desenvolvimento 

de altas cargas parasitárias cutâneas após a infecção natural (GUARGA et al., 2000; 

TRAVI et al., 2002), representando também uma alternativa ao sacrifício de animais 

de estimação, que torna a população relutante em colaborar com as medidas 

atualmente aplicadas pelo sistema de Saúde Pública no Brasil. 

Estudos realizados em cães com infecção natural ou experimental com L. 

chagasi e L. infantum têm revelado que muitos animais sobrevivem à infecção, 

desenvolvendo uma resposta imune celular contra o parasito que resulta em 

resistência (POZIO et al., 1981; ABRANCHES et al., 1991; CABRAL et al., 1992; 

GENARO et al., 1992; OLIVEIRA et al., 1993; PINELLI et al., 1994). Estes achados 

estimulam estudos para o desenvolvimento de uma vacina e/ou de agentes 

imunoterápicos contra a leishmaniose visceral canina (LVC). 

Alguns resultados experimentais indicam que o controle da infecção canina 

segue um padrão de resposta predominantemente celular (DEPLAZES et al., 1995; 

PINELLI et al., 1995), do tipo Th1. Este padrão de resposta imune tem sido também 

relacionado à resistência contra a infecção por Leishmania no camundongo e no 

homem (LIEW & O’DONNELL 1993; REINER et al., 1995), nos quais verificou-se 

que a formação de granulomas organizados está associada ao controle da infecção 

em órgãos-alvo, como o fígado e o baço (ENGWERDA & KAYE, 2000).  

A LVC ativa é caracterizada por uma intensa resposta imune humoral e uma 

incapacidade dos linfócitos T de responder aos antígenos de Leishmania in vitro. 

Modificações nas sub-populações de linfócitos ocorrem em uma fase bastante 

precoce da infecção, levando a uma intensa depressão do funcionamento dos 

linfócitos T, cuja intensidade é diretamente proporcional à gravidade do quadro 

clínico (PINELLI et al., 1994; MORENO et al., 1999; GUARGA et al., 2002).  

Diversos fatores, como a virulência da cepa infectante de Leishmania, a 

composição genética do hospedeiro, as suas condições de saúde por ocasião da 

inoculação do parasito (DYE 1992), a dose inoculante (MENON & BRETSCHER 

1998; POWER et al., 1998; ROGERS & CROFT 1999), o sítio de inoculação 

(NABORS et al., 1995) e substâncias presentes na saliva do vetor (MBOW et al., 
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1998) parecem contribuir para uma resposta imune desfavorável do hospedeiro. 

Esta resposta de susceptibilidade é caracterizada pela presença das citocinas IL-4 e 

IL-10, que inibem a produção de citocinas indutoras da resposta celular, como o IFN-

γ e a IL -12 (LI et al., 1997; MBOW et al., 1998; KOLE et al., 1999; SATO et al., 

2000). No cão, foi descrita uma resposta anérgica causada por intensa perda de 

células T auxiliadoras CD4+, decorrente de uma possível apresentação defeituosa 

dos antígenos de Leishmania pelos macrófagos infectados, levando à apoptose dos 

linfócitos (MORENO et al., 1999). Uma associação entre redução nas proporções de 

células T do sangue periférico de cães susceptíveis e uma alta infectividade a 

flebótomos já foi também demonstrada (GUARGA et al., 2000).  

Por outro lado, vários autores têm demonstrado a importância das citocinas 

do tipo Th1 na capacidade do hospedeiro canino, como do murino, em combater a 

infecção por Leishmania (PINELLI et al., 1995; MAEKAWA et al., 1998) e responder 

à quimioterapia (LI et al., 1997; KOLE et al., 1999; MORENO et al., 1999; 

ENGWERDA et al., 2002). Nestes indivíduos, uma ativação de macrófagos por 

citocinas Th1, principalmente o IFN-γ, conduziria à destruição ou inibição do 

crescimento das formas parasitárias intracelulares, envolvendo a produção de óxido 

nítrico (REINER & LOCKSLEY 1995).  

Ensaios com administração de citocinas e indutores da produção de citocinas 

(YEUNG et al., 1998; WATANABE et al., 1999), conjuntamente com frações 

antigênicas parasitárias, têm apresentado resultados promissores (SCHOPF et al., 

1999), que reforçam a possibilidade de desenvolvimento de protocolos efetivos para 

imunoterapia e imunoprofilaxia. A tecnologia de vetores virais e bacterianos, assim 

como as vacinas de DNA, podem favorecer a administração de citocinas únicas ou 

múltiplas, em combinação com antígenos ou proteínas fusionadas do tipo antígeno-

citocina, aumentando a eficiência da resposta imune (LOWENTHAL et al., 1999).  

 Essas perspectivas apontam para o possível desenvolvimento e aplicação de 

reagentes imunológicos no controle e tratamento da LVC, exigindo o aprimoramento 

de ferramentas para estudo do sistema imune canino .  
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1.4. O baço como órgão de estudo na leishmaniose visceral canina 

Nos últimos anos, o conhecimento das bases imunológicas órgão-específicas 

de doenças auto-imunes ou dos mecanismos utilizados por vírus ou bactérias para 

resistir à resposta imune do hospedeiro em seus órgãos de eleição vem tendo um 

avanço significativo (ENGWERDA & KAYE, 2000). Estudos com modelos murinos de 

LV têm contribuído para um progresso substancial na compreensão de eventos 

imunológicos e inflamatórios que ocorrem em órgãos-alvo, envolvidos na resposta 

imune protetora ou lesiva ao hospedeiro, no curso da infecção (BRADLEY & 

KIRKLEY, 1977; WILSON et al., 1996; MELBY et al., 2001; KAYE et al., 2004). 

Em camundongos geneticamente susceptíveis (SMELT et al., 1997), assim 

como em seres humanos (GUERIN et al., 2002) ou em cães (NATAMI et al., 2000; 

TAFURI et al., 2001), a medula óssea, o fígado e o baço são os sítios mais 

importantes de crescimento parasitário e de modificações fisiopatológicas induzidas 

pelas cepas viscerotrópicas de Leishmania.  

Na infecção experimental com Leishmania, ocorre no fígado murino um rápido 

crescimento de formas amastigotas até 28 dias, seguido de desaparecimento do 

parasito em torno de 60 dias pós-infecção (ENGWERDA et al., 2004). A eficiência da 

resposta imune em controlar e eliminar a infecção no fígado é atribuída à formação 

eficiente de granulomas em torno de células de Kupffer infectadas, associada à 

presença de citocinas TNF, IL -12 e IFN-γ, e à geração de derivados reativos de 

oxigênio e nitrogênio (KAYE et al., 2004). Por outro lado, no baço e na medula 

óssea, a infecção torna-se crônica, perdurando por toda a vida do animal (BRADLEY 

& KIRKLEY, 1977; WILSON et al., 1996), associada a uma série de alterações 

patológicas, principalmente definidas na arquitetura e nas funções imunológicas 

esplênicas (MELBY et al., 2001; ENGWERDA et al., 2002). Quantidades elevadas 

de TNF-a são associadas a uma remodelagem da micro-arquitetura esplênica, a 

qual é caracterizada por formação insuficiente de granulomas, desorganização e 

atrofia da polpa branca, hipertrofia da polpa vermelha e presença de macrófagos 

densamente infectados, difusamente dispersos em todo o órgão (ENGWERDA et al., 

2002). Ocorre também aumento da expressão de IL-10 e TGF-ß, citocinas inibidoras 

das funções fagocitárias (MELBY et al., 2001) e intensificação da atividade 

hematopoiética esplênica, associada a elevações na expressão de GM-CSF, G-
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CSF, e M-CSF (COTTERELL et al., 2000). Foi ainda demonstrado que, na infecção 

por Leishmania, células do estroma esplênico são capazes de gerar células 

dendríticas constitutivamente produtoras de IL -10 com função indutora da 

diferenciação de células T CD4+ regulatórias, que promovem tolerância imunológica 

in vivo (SVENSSON et al., 2004). A presença de formas amastigotas inibe 

ativamente a produção de IL-12 pelos macrófagos, por meio de vias entre as quais 

ocorre produção de TGF-β, em fases iniciais da infecção (ENGWERDA et al., 2004). 

Ocorrem no baço, também precocemente, eventos críticos que vão determinar a 

evolução da infecção, como perda de macrófagos da zona marginal, redução na 

expressão de quimiocinas por células estromais, como CCL21 e CCL19, associadas 

ao recrutamento de células T para as regiões peri-arteriolares, além de perda da 

capacidade de migração das células dendríticas (ATO et al., 2002).   

A dicotomia observada entre a resposta imune hepática e esplênica à 

infecção, ambas sob a influência do TNF-a, demonstra a importância do 

conhecimento dos eventos imuno-inflamatórios peculiares a cada órgão, na 

compreensão dos mecanismos ligados à resistência ou susceptibilidade do 

hospedeiro à infecção pela Leishmania (ENGWERDA et al., 2004).  

Muito pouco sabe-se acerca de componentes e eventos ligados à eficiência 

ou a distúrbios inerentes à resposta imune in situ, nos órgãos-alvo da infecção 

canina por L. chagasi ou L. infantum (SANCHEZ et al., 2004). De forma semelhante 

ao observado em seres humanos e camundongos susceptíveis (KAYE et al., 2004), 

a esplenomegalia é um dos sinais mais freqüentemente descritos na LVC 

(SLAPPENDEL 1988; CIARAMELLA et al., 1997; BLAVIER et al., 2001; TRAVI et al., 

2001; SANCHEZ et al., 2004). As principais alterações histopatológicas no baço de 

cães portadores de infecção natural (TRYPHONAS et al., 1977; NATAMI et al., 

2000; TAFURI et al., 2001) ou artificial (TAFURI et al., 1996) foram basicamente 

hiperplasia e hipertrofia do sistema mononuclear fagocitário. O estudo 

histopatológico realizado por SANCHEZ e colaboradores (2004), no qual foram 

comparadas alterações hepáticas e esplênicas em cães naturalmente infectados por 

L. chagasi, demonstrou que havia evidências de respostas imunes distintas entre os 

órgãos analisados nos achados post-mortem. Nesse estudo, os autores descrevem 

ainda uma desorganização na formação de granulomas no fígado canino, diferente, 
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portanto, do que foi estabelecido em camundongos, de acordo com os dados 

reportados por KAYE e colaboradores (2004). Esses achados indicam que 

conclusões obtidas de estudos em camundongos podem não aplicar-se 

integralmente aos cães, da mesma forma que ocorre com alguns ensaios vacinais, 

que produzem resultados distintos no camundongo e no cão (MORENO & ALVAR, 

2002).  

Portanto, como preparações candidatas a vacinas contra a LVC devem ser 

testadas obrigatoriamente em cães, é fundamental o conhecimento sobre a resposta 

imune desta espécie. O domínio do conhecimento sobre a resposta imune do cão, 

nos órgãos-alvo da infecção, torna-se particularmente importante para assegurar 

que o futuro desenvolvimento de vacinas, imunoterápicos e quimioterápicos estaria 

levando em consideração os vários requerimentos para a proteção do hospedeiro.  

  

1.5. Métodos para avaliação da composição celular esplênica aplicáveis ao 

monitoramento de intervenções terapêuticas e vacinais na leishmaniose 

visceral canina  

 

Apenas recentemente, com o desenvolvimento de reagentes capazes de 

identificar moléculas de superfície das células caninas envolvidas na resposta imune 

(COBBOLD & METCALFE, 1994), vem sendo possível o estudo das bases celulares 

da modulação da resposta imune nos cães portadores de LV, que apresentam uma 

intensa resposta de anticorpos e inibição da imunidade celular à infecção, tornando-

os refratários ao tratamento (MORENO et al., 1999).  

A produção e disponibilização de anticorpos monoclonais específicos para 

antígenos de superfície de células de cão têm possibilitado o desenvolvimento de 

estudos voltados para a compreensão dos mecanismos e componentes da 

imunidade canina (WILLIAMS 1997; REIS et al., 2005). Entretanto, diferentemente 

do que ocorre com o conhecimento da resposta imune murina e humana, cujo 

estabelecimento vem sendo auxiliado pela larga disponibilidade de anticorpos 

comerciais específicos para uma diversidade de moléculas de superfície celular 

(BYRNE et al., 2000b), muitos dos estudos voltados para a imunidade canina ainda 
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estão no campo da padronização de técnicas e estabelecimento de parâmetros da 

normalidade (TIPOLD et al., 1998; BYRNE et al., 2000a; FALDYNA et al., 2001; 

SAKAI et al., 2003; HOGENESCH et al., 2004; REIS et al., 2005).  A limitada 

disponibilidade de anticorpos específicos para leucócitos de cão tem ocasionado a 

utilização de anticorpos desenvolvidos para outras espécies, mas que apresentam 

reatividade cruzada com antígenos de cão (JONES et al., 1993; DARBES et al., 

1997; YAMATE et al., 2000; AGUIAR et al., 2004). Constantes esforços de 

aprimoramento de técnicas de imunofenotipagem são exigidos à medida que novos 

anticorpos, específicos para o cão, vão sendo desenvolvidos.  

A maioria dos dados caracterizando leucócitos de cão, obtidos por meio de 

técnicas de imunofenotipagem, é concernente a células do sangue periférico 

(WILLIAMS et al., 1997; BYRNE et al., 2000a, 2000b; CHABANNE et al., 2000; 

FALDYNA et al, 2001; GREELEY et al., 2001; OTANI et al., 2002; REIS et al., 2005). 

Alguns autores têm avaliado a presença, distribuição e / ou atividade de subgrupos 

de leucócitos em outros órgãos e fluidos biológicos, como o fluido cérebro-espinhal 

(TIPOLD et al., 1998), lavado bronco-alveolar (OUT et al., 2002), fígado (SAKAI et 

al., 2002), fluido pericárdico (GUGLIELMINO et al., 2004), cérebro (STEIN et al., 

2004) e órgãos linfáticos (FALDYNA et al., 2005). As informações adquiridas nesses 

estudos vêm contribuindo para o conhecimento acerca de componentes da resposta 

imune canina nos sítios estudados. 

Dadas as funções do baço, como órgão linfóide secundário, incluindo 

fagocitose, imuno-regulação, resposta imune a antígenos e hematopoiese, 

associadas ao seu contato intrínseco com o sangue (CHRISTOPHER, 2003), a 

avaliação citológica e a caracterização de elementos imunitários desse órgão 

tornam-se indispensáveis para a compreensão da resposta imune canina em 

diversas condições patológicas, particularmente aquelas de origem infecciosa e 

linfoproliferativa. Na LVC, a ocorrência consistente de esplenomegalia (BLAVIER et 

al., 2001) e o fato do baço albergar e concentrar mais parasitos que outros órgãos 

linfóides (NATAMI et al., 2000) são indicativos de seu papel importante no curso da 

infecção. Como tal, o baço torna-se um sítio de interesse para a compreensão dos 

eventos envolvidos na resistência ou na susceptibilidade do cão na LV, nas diversas 

fases e condições naturais do processo infeccioso. Até o presente, apenas um 
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trabalho pioneiro reporta dados de citometria de fluxo para identificação de sub-

populações de leucócitos em amostras de baço na LVC (SANCHEZ et al., 2004), 

contrastando com a abundância observações disponíveis sobre aspectos 

imunológicos esplênicos na LV murina (KAYE et al., 2004).  

A análise citológica do baço, a partir de amostras obtidas por meio de biópsia 

aspirativa com agulha fina, auxiliada por métodos de coloração convencional, 

imunocitoquímica e / ou por meio de citometria de fluxo, tem se mostrado factível na 

análise diagnóstica em uma grande variedade de condições patológicas humanas 

(HAQUE et al., 1993; ZEPPA et al., 1994, 2003; ZANDER et al., 1994; LISHNER et 

al., 1996; BONIFACIO et al., 2000; KALEEM et al., 2001). Algumas neoplasias têm 

sido investigadas, na medicina veterinária, por meio da aplicação de métodos 

imunocitoquímicos em aspirados esplênicos (CHRISTOPHER, 2003). Entretanto, o 

potencial diagnóstico e os possíveis benefícios de métodos sistemáticos de análise 

dos componentes imunológicos do baço canino na LV ainda carecem de atenção. A 

biópsia aspirativa com agulha fina, realizada no animal vivo, e passível, portanto, de 

ser repetida seqüencialmente, permitiria uma avaliação da dinâmica da resposta 

imune esplênica no decorrer de ensaios experimentais com candidatos a 

imunoterapia e vacina contra LVC. Os dados obtidos poderiam complementar outros 

estudos realizados em amostras de sangue periférico ou obtidas post-mortem. 

Assim, seria possível a avaliação da evolução da doença ou da resposta ao 

tratamento em um mesmo animal.  

Considerando-se que o cão sofre de uma série de doenças que também 

ocorrem na espécie humana, como imunodeficiências primárias, autoimunidade e 

outros distúrbios patológicos de etiologia infecciosa ou neoplásica, envolvendo o 

sistema imune, métodos padronizados para a avaliação da imunidade esplênica 

órgão-específica seriam ferramentas úteis em uma série de estudos experimentais e 

no diagnóstico de rotina na clínica veterinária. 
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2. HIPÓTESE DO TRABALHO 

 

É possível desenvolver uma metodologia para obtenção seqüencial e 

avaliação quantitativa e qualitativa de células do baço, obtidas de aspirados 

esplênicos, que possa fornecer dados sobre a resposta  imune específica desse 

órgão linfóide, contribuindo assim para o conhecimento da imunologia canina  em 

condições de saúde e na leishmaniose visceral? 

 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Caracterizar sub-populações celulares no baço do cão na infecção natural por 

L. chagasi, buscando identificar, com um método padronizado, marcadores 

aplicáveis ao estudo da doença leishmaniose visceral canina in vivo, que possam vir 

a ser úteis em diagnóstico de rotina e em condições experimentais. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

3.2.1. Padronizar e adequar um método composto por técnicas de obtenção e 

processamento de amostras de leucócitos esplênicos de cão, obtidos de aspirados, 

para estudo citológico, permitindo a avaliação de resposta inflamatória e a 

quantificação do parasitismo no baço. 

 

3.2.2. Padronizar técnicas imunocitoquímicas para avaliação fenotípica de 

populações celulares obtidas por aspirados esplênicos no cão, utilizando anticorpos 

monoclonais. 

  

3.2.3. Aplicar o método na avaliação das amostras de baço em dois grupos distintos 

de cães de área endêmica para LV, um composto por animais infectados poli-

sintomáticos e outro composto por animais não infectados clinicamente saudáveis. 
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4. JUSTIFICATIVA 

O conhecimento da imunologia canina ainda guarda uma longa distância em 

comparação com as informações atualmente obtidas sobre a imunologia humana e 

de roedores. Exemplificando, o cão difere de todos as outros animais avaliados com 

relação à expressão de CD4: o neutrófilo canino, ao contrário do que ocorre com 

outras espécies, possui uma quantidade alta dessas moléculas (Williams 1997). 

Existe, além da demanda por reagentes específicos para o cão, a necessidade de 

testes padronizados para o estudo adequado do sistema imunológico canino, tanto 

para obtenção de parâmetros da normalidade, quanto na avaliação de condições 

patológicas. Os benefícios trazidos pelo conhecimento da imunologia canina 

repercutiriam tanto na rotina clínica da medicina veterinária, quanto na pesquisa 

básica, uma vez que o cão, além de ser considerado um modelo para estudo de 

doenças que acometem seres humanos, participa em ciclos de importantes 

infecções zoonóticas, como a LV. Para o desenvolvimento de vacina e/ou 

imunoterapia eficaz contra a LVC que impeçam a transmissão da Leishmania do cão 

para o flebótomo, é fundamental o conhecimento do sistema imune canino e a 

disponibilização de ferramentas que permitam seu estudo. Estudos feitos em 

modelos murinos mostram a importância dos eventos imunológicos que ocorrem no 

baço, determinando o curso da infecção por parasitos do complexo Leishmania 

donovani. As alterações descritas nesses modelos assemelham-se às descritas em 

estudos histopatológicos e imunológicos da LVC causada tanto pela L. infantum, 

quanto pela L. chagasi, sugerindo que também no cão o baço tem um papel 

determinante no desenvolvimento de respostas imunes associadas a resistência ou 

susceptibilidade e, conseqüentemente, na evolução da infecção.  

A possibilidade de se proceder a avaliações do baço para diagnóstico de 

alterações linfoproliferativas de caráter infeccioso ou não tem sido explorada tanto 

na medicina humana quanto veterinária. Técnicas de estudo citológico têm sido 

aprimoradas pelo desenvolvimento de testes e reagentes imunológicos, aumentando 

sua capacidade informativa. Por outro lado, a punção esplênica com agulha fina 

para obtenção de amostras é uma técnica que, aliada ao desenvolvimento de 

métodos adequados de análise citológica, pode permitir a obtenção de dados sobre 

elementos celulares importantes da resposta imune no baço do cão. A punção 
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esplênica, por poder ser realizada repetidamente em um mesmo animal, seria útil no 

monitoramento da resposta imune em ensaios com candidatos a vacina e em 

intervenções terapêuticas experimentais na LVC. Ainda, a punção esplênica seria, 

em uma grande maioria dos casos, uma alternativa ao sacrifício de animais 

experimentais para exame do baço. O método poderia, portanto, também aplicar-se 

ao estudo do sistema imune no baço em várias condições patológicas, possibilitando 

a obtenção de dados sobre elementos e mecanismos envolvidos na resposta imune 

canina em diferentes situações. 

 O baço foi escolhido como alvo deste estudo, e não a medula óssea, por ser 

a punção desta última um procedimento doloroso, já que a agulha atravessa o 

periósteo, requerendo procedimentos anestésicos mais cuidadosos, arriscados e 

dispendiosos, e tornando o procedimento menos indicado para uso extensivo na 

rotina diagnóstica de parasitismo e para avaliação do sistema imune canino na LV, 

em medicina veterinária. 
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5. METODOLOGIA GERAL 

 

5.1. Animais e área endêmica estudada 

Todos os cães naturalmente infectados por Leishmania examinados neste 

estudo eram domiciliados em áreas urbanas e peri-urbanas situadas no Litoral Norte 

do Estado da Bahia, ao longo da Estrada do Coco e da Linha Verde, onde a 

leishmaniose visceral é endêmica e casos humanos são anualmente notificados. Os 

locais incluídos foram os municípios de Lauro de Freiras, Camaçari, Mata de São 

João e Dias D’Ávila e os vários distritos a eles ligados.  

Foram incluídos no estudo animais considerados não-infectados, quando 

apresentavam saúde clínica, soronegatividade para anticorpos anti-Leishmania e 

diagnóstico parasitológico negativo de aspirados esplênicos, provenientes da área 

endêmica ou não. 

Os cães saudáveis não-infectados, usados para obtenção de amostras para 

utilização como controle negativo e na padronização dos métodos citológicos eram 

mantidos no canil do CPqGM, FIOCRUZ, Salvador, sob supervisão médico-

veterinária. 

   

 

5.2. Aspectos Éticos 

 

Todos os procedimentos foram realizados nos animais de acordo com as 

normas definidas pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal do Centro de 

Pesquisas Gonçalo Moniz, Fundação Oswaldo Cruz, Bahia. 

 

 

5.3. Obtenção de dados clínicos 

 

Os dados clínicos de todos os animais estudados foram obtidos por meio de 

anamnese e exame físico, e individualmente catalogados em fichas clínicas 

padronizadas. 
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5.4. Obtenção de amostras biológicas 

 

 Amostras de sangue periférico foram obtidas de todos os animais, com 

seringas e agulhas descartáveis, das veias cefálica ou jugular, e mantidas em tubos 

com ou sem anticoagulante (EDTA), no gelo, até processamento em laboratório para 

separação de soro ou plasma. 

 

 Amostras de aspirado esplênico e do linfonodo poplíteo foram obtidas sob 

sedação com 0,5 mg / kg de acepromazina, com seringas e agulhas descartáveis, e 

mantidas em gelo até processamento em laboratório para cultivo para diagnóstico 

parasitológico de LVC e ensaios citológicos (páginas 22 e 29). 

 

 

5.5. Técnicas Utilizadas  

 

5.4.1. ELISA indireto para detecção de IgG total, IgG1 e IgG2 específicos para 

antígenos de Leishmania (páginas 29 e 45). 

 

5.5.1. Cultivo de aspirados de baço e linfonodo em meio bifásico para diagnóstico de 

Leishmania (páginas 23, 30 e 46) 

 

5.5.3. Purificação dos leucócitos esplênicos e do sangue periférico (Apêndice 1) 

 

5.5.4. Citocentrifugação em lâmina (Apêndice 2) 

 

5.5.5. Coloração pelos corantes de Wright e hematoxilina-eosina (Apêndice 3) 

 

5.5.6. Imunofluorescência (Apêndice 4) 

 

5.4.3. Imunoperoxidase (Apêndice 5) 
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5.6. Análise dos Dados 

 

Foi utilizado o teste da probabilidade exata de Fischer para comparação de 

freqüências de ocorrências. O teste t de Student foi utilizado para análise de dados 

com distribuição normal. As análises estatísticas e a determinação do tipo de 

distribuição (normal ou não) foram feitas com o uso do programa GraphPad (Prism 

Software Inc.).   

 

 

5.7. Composição da Equipe de Trabalho 

 

O estudo foi realizado por uma equipe multidisciplinar, composta por 

profissionais graduados e pós-graduados em medicina veterinária, medicina, 

biologia e farmácia, e por alunos de pós-graduação e graduação nessas diversas 

áreas.  
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6. PUBLICAÇÕES E MANUSCRITOS 

 

6.1. Publicação: 

 

“Comparison Between Splenic and Lymph Node Aspirations as Sampling Methods 

for the Parasitological Detection of Leishmania chagasi Infection in Dogs.”, por 

Barrouin-Melo e colaboradores, publicado no periódico Memórias do Instituto 

Oswaldo Cruz, volume 99, número 2, páginas 195 -197, 2004. (ISSN: 0074-0276)  

 

Hipótese: O baço seria um órgão-alvo mais adequado que os linfonodos para 

obtenção de amostras que permitissem uma maior sensibilidade no cultivo em meio 

bifásico, para o diagnóstico parasitológico da infecção por L. chagasi.  

 

A publicação reporta os resultados de um estudo comparativo de aspirados 

esplênicos e de linfonodo para diagnóstico parasitológico por cultivo, feito em cães 

suspeitos de infecção por Leishmania em uma área endêmica para LV. Essa área, 

onde há uma alta prevalência de casos caninos e ocorrência de alguns casos 

humanos, está localizada no Litoral Norte do Estado da Bahia, abrangendo as 

regiões urbanas e periurbanas dos Municípios de Lauro de Freitas, Camaçari, Dias 

D’Ávila e Mata de São João, e inclui o Distrito de Monte Gordo, um dos focos onde 

há maior incidência de casos caninos da região. Pelo menos cinco isolados de 

parasito de cães, obtidos em focos distintos nessa área, foram caracterizados como 

sendo L. chagasi pelo método isoenzimático por eletroforese, por comparação com 

uma cepa de referência (LTCC - Leishmania Typing Culture Collection - WDCM731), 

pelo Laboratório de Pesquisas em Leishmaniose, no Departamento de Imunologia 

do Instituto Oswaldo Cruz, Fundação Oswaldo Cruz.  

Os animais estudados foram selecionados pelos critérios: (a) soropositividade 

para anticorpos anti-Leishmania, identificada em testes aplicados por serviços 

governamentais de controle de zoonoses da região, e/ou (b) co–habitação com 

animais soropositivos ou com infecção comprovada por diagnóstico parasitológico 

de LVC, e/ou (c) apresentação de quadro clínico compatível com LVC. 
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Foram examinados 64 animais, todos submetidos a biópsias esplênica e do 

linfonodo poplíteo com agulha fina, sob sedação, sendo tomadas todas as 

precauções e medidas antissépticas prévias, no transcurso e após os procedimentos 

de coleta de amostras. O material foi inoculado em meio bifásico NNN – Schneider’s 

em condições de esterilidade, e cultivado por no mínimo seis semanas à 

temperatura de 24° C. Amostras das culturas foram observadas semanalmente por 

microscopia óptica e o diagnóstico parasitológico positivo feito pela visualização de 

formas promastigotas do parasito, apresentando movimentação ativa.   

Os resultados do estudo mostraram que as amostras de aspirado esplênico 

permitiram uma sensibilidade significativamente maior que as amostras de aspirado 

de linfonodo no diagnóstico parasitológico da LV, após procedimentos de coleta e 

cultivo feitos sob as mesmas condições. Assim, pelo menos nas nossas condições 

geográficas, o baço seria o órgão ao qual deve ser dada preferência para a 

obtenção de uma amostra biológica adequada ao diagnóstico confirmatório da 

infecção no cão. 

Esses resultados apontam uma possibilidade a ser mais detalhadamente 

investigada: a de que cepas de Leishmania associadas à doença visceral canina 

possam apresentar características biológicas variáveis em diferentes áreas 

geográficas, como, por exemplo, o tropismo por determinados órgãos no decorrer da 

evolução da infecção. Tal hipótese surge ao compararmos nossos resultados com 

uma série de publicações reportando o isolamento de Leishmania a partir de 

aspirados de linfonodo de cão como diagnóstico parasitológico preferencial em 

outros países, onde a doença é também endêmica. Dado o ineditismo da 

abordagem feita no nosso estudo, e a escassez de dados semelhantes, 

provenientes de estudos em outras localidades, podemos também aventar a 

suposição de que a biópsia esplênica é preterida em relação a aspirados de 

linfonodo por outros motivos. Uma possibilidade seria o receio, por parte dos 

profissionais de medicina veterinária, de eventos hemorrágicos possivelmente 

decorrentes da punção esplênica, ou da indução acidental de infecção no próprio 

baço ou estruturas adjacentes. Ainda, a facilidade anatômica de acesso ao linfonodo 

para execução de punção aspirativa poderia ser outro fator a influenciar sua escolha 

como órgão para amostragem. Considerando que tais considerações estariam 
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direcionando a seleção do órgão-alvo na realização de coleta de amostras para 

diagnóstico parasitológico da LVC, em uma série de estudos, sem levar em conta 

seu potencial diagnóstico por excelência, possíveis conclusões acerca de incidência 

e intensidade de parasitismo, em animais soropositivos, poderiam estar 

equivocadas. De fato, há publicações reportando resultados de análises 

histopatológicas post-mortem, que demonstram ser o baço mais amplamente 

parasitado do que linfonodos em cães infectados por L. infantum e L. chagasi 

(TRYPHONAS et al., 1977; NATAMI et al., 2000; SANCHEZ et al., 2004).   

A grande importância de um diagnóstico parasitológico sensível advém de 

fatores como a possibilidade de resultados de falsa positividade e falsa negatividade 

nos diversos testes sorológicos utilizados na rotina de diagnóstico veterinário e em 

estudos epidemiológicos, tema largamente discutido na literatura mundial. Tal 

questão é agravada pelo fato de que os programas de controle da doença no Brasil 

baseiam-se principalmente no sacrifício de animais infectados, cujo diagnóstico é 

freqüentemente amparado em apenas um exame sorológico, o que resulta em um 

impacto social negativo, devido ao valor dado ao cão na sociedade humana. Por 

outro lado, como o cão é considerado o mais importante reservatório da infecção 

nos ambientes urbanos, torna-se fundamental a acuidade diagnóstica da infecção, 

evitando-se a permanência de animais soronegativos portadores da infecção, sem 

que seja providenciada uma solução adequada para evitar a transmissão dos 

parasitos ao flebótomo nas áreas endêmicas. 

O próximo passo seria, portanto, verificar os riscos reais da realização da 

punção esplênica para obtenção de amostras com o objetivo de realizar pesquisa do 

parasito como método de diagnóstico confirmatório em cães soropositivos para 

anticorpos anti-Leishmania, em condições clínicas diversas.  
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6.2. Publicação:  

 

“Can spleen aspirations be safely used for the parasitological diagnosis of visceral 

leishmaniosis? A study on asymptomatic and polysymptomatic animals”, por 

Barrouin-Melo e colaboradores, aceito para publicação pelo periódico The Veterinary 

Journal. No prelo, 2005. (ISSN: 1090-0233)  

 

Hipótese: A punção esplênica para obtenção de amostras por aspiração com 

agulha fina seria uma técnica segura em cães suspeitos de serem portadores de LV, 

inclusive naqueles com doença clínica evidente. 

 

Esta publicação descreve um estudo feito em 209 animais com suspeita 

clínica de infecção por L. chagasi, com o propósito de avaliar a segurança da 

punção aspirativa com agulha fina, para obtenção de amostras de baço, a serem 

utilizadas em análises laboratoriais. Como amostras obtidas por punção esplênica 

permitiram maior sensibilidade no diagnóstico parasitológico da infecção do que 

aspirados de linfonodo, conforme demonstrado na publicação anterior, a pergunta 

agora seria se animais infectados, particularmente aqueles com doença clínica 

avançada e / ou doenças concomitantes, poderiam ser submetidos ao procedimento. 

Ainda, se a punção esplênica apresentaria riscos e qual seria a probabilidade de 

intercorrências, mesmo em animais clinicamente saudáveis, infectados ou não por 

Leishmania.   

Assim, animais domiciliados em uma área endêmica para LV (Litoral Norte do 

Estado da Bahia), apresentando sorologia positiva, quadro clínico compatível com 

leishmaniose visceral e / ou co-habitação com animais com infecção comprovada 

por exames parasitológicos, foram submetidos à biópsia esplênica por aspiração 

com agulha fina. Os animais foram avaliados clinicamente por ocasião da realização 

das punções, sendo seus dados individuais obtidos por meio de anamnese e exame 

físico; amostras de sangue foram simultaneamente coletadas para verificação da 

resposta vigente de anticorpos a antígenos de Leishmania no momento da punção. 

Parâmetros fisiológicos dos animais foram observados durante e depois da 
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realização do procedimento, por até oito dias, com atenção particular em possíveis 

evidências de hemorragia ou infecção.  

Embora o grupo de cães fosse composto por animais com grande variação de 

aspectos como idade, sexo e tamanho corporal, e, principalmente, com quadro 

clínico variando de soronegatividade, com ausência de sinais, até o estado terminal 

de doença, os procedimentos de punção esplênica foram bem sucedidos, não sendo 

observadas complicações clinicamente relevantes. Cabe ressaltar que 85% dos 

animais apresentavam alterações clínicas com graus variados de intensidade. A 

avaliação clínica do grupo mostrou que os sinais apresentados pelos cães 

infectados seguem o perfil comumente descrito para a LVC nas diferentes áreas 

endêmicas mundiais. Esse fato pode significar que o espectro clínico de doença 

visceral canina, associado à infecção pelos parasitos do complexo Leishmania 

donovani, pode não apresentar grandes variações decorrentes de possíveis 

diferenças genéticas entre cepas geograficamente separadas. Um aspecto relevante 

desse estudo é que 22% dentre os animais apresentavam evidências clínicas de 

sangramento espontâneo por orifícios naturais ou petéquias em pele e mucosas, 

assim como histórico de infecção por Ehrlichia sp, cuja patogenia está associada a 

trombocitopenia e distúrbios de coagulação. Tais distúrbios poderiam consistir em 

fatores predisponentes a acidentes hemorrágicos durante ou após o procedimento 

de punção esplênica. Da mesma forma, os animais mais acometidos de sinais 

clínicos, tanto quantitativa quanto qualitativamente, poderiam ser mais propensos à 

ocorrência de efeitos colaterais na punção esplênica. Não houve, entretanto, efeitos 

indesejáveis, associados às punções, que pudessem comprometer clinicamente os 

animais, mesmo nos grupos de cães, a princípio, de maior risco. Foi possível isolar 

parasitos em 83% dos animais soropositivos e em 26% dos animais soronegativos 

para anticorpos anti-Leishmania. 

Dessa forma, concluímos que a punção esplênica é uma técnica segura, e 

que, além de ser um método que permite um grau satisfatório de sensibilidade no 

diagnóstico parasitológico definitivo da LV, fornece amostras de baço dos animais, 

mesmo aqueles mais comprometidos em sua saúde, úteis para análise em 

laboratório. 
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6.3. Manuscrito:  

 

“A standardized cytological and immunochemical method for the analysis of fine-

needle spleen aspirates: assessment of leukocyte population changes in canine 

visceral leishmaniosis”, por Barrouin-Melo e colaboradores, aceito para publicação 

pelo periódico The Veterinary Immunology and Immunopathology, em junho de 

2005. (ISSN: 0165-2427) - Ms. No. VETIMM-D-05-00093. 

 

Hipótese: Amostras de baço de cão, obtidas por meio de biópsia aspirativa com 

agulha fina, ofereceriam de forma consistente material contendo populações de 

leucócitos esplênicos, passível de análises acerca da resposta imuno-inflamatória 

órgão-específica na evolução da LV. 

Este manuscrito resultou de um estudo desenvolvido para explorar o potencial 

oferecido pela técnica de biópsia aspirativa com agulha fina em baço de cães, uma 

vez que as amostras esplênicas assim obtidas mostraram ser as mais adequadas 

para diagnóstico por métodos parasitológicos, e o procedimento de punção 

esplênica factível em animais sob diferentes condições clínicas. Mais do que isso, as 

amostras esplênicas poderiam oferecer um valioso material para estudo de sub-

populações leucocitárias, obtidas com segurança do animal vivo, apenas utilizando-

se sedação.  

A importância da definição e da compreensão de aspectos e componentes da 

resposta imune órgão-específica no baço do cão decorre de suas funções 

fisiológicas na resposta imune, do caráter visceralizante da infecção pela Leishmania 

no cão, além de estudos demonstrando seu papel na evolução da infecção para 

doença clínica ou cura em modelos murinos. É importante salientar que muito pouco 

se sabe acerca de mecanismos e componentes da resposta imune canina, 

sobretudo esplênica, uma vez que reagentes específicos para células caninas 

apenas recentemente vêm sendo disponibilizados. 

Assim, nos propusemos a desenvolver métodos que possibilitassem o estudo 

de células esplênicas de cão, obtidas por meio de biópsia aspirativa com agulha fina. 

O estudo foi feito em duas etapas, uma de padronização de técnicas de 

manipulação e preparação das células para análise microscópica, por métodos 
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químicos e imunoquímicos de coloração, e uma de validação, na qual os métodos 

foram aplicados em um estudo comparativo de aspirados esplênicos de cães 

saudáveis ou portadores de LV. 

Foram padronizadas as técnicas de processamento dos aspirados esplênicos, 

nas quais as amostras foram conservadas em meio de cultivo de células com anti-

coagulante (heparina), tratadas com tampão de lise de hemácias, lavadas e 

submetidas a citocentrifugação. As lâminas, contendo os leucócitos esplênicos 

concentrados e livres de hemácias e debris, foram fixadas com álcool e conservadas 

a – 70° C até serem submetidas às técnicas citoquímicas (coloração por Wright e 

hematoxilina-eosina) e imunoquímicas, com anticorpos monoclonais 

(imunoperoxidase e imunofluorescência), para avaliação microscópica e contagem 

diferencial de populações e subpopulações de leucócitos. Amostras de sangue 

periférico de cada animal foram também analisadas comparativamente com as 

mesmas técnicas.  

Na etapa de padronização, concluiu-se que as amostras de aspirado 

esplênico, obtidas de um grupo de cães sadios de uma área não endêmica para 

leishmaniose, apresentaram um perfil celular diferente do observado em sangue 

periférico. Além disso, apresentavam elementos ausentes nas amostras de sangue, 

como fragmentos de estroma esplênico, levando-nos a concluir que a técnica de 

punção esplênica aspirativa permitia a obtenção de amostras adequadas ao estudo 

das populações de leucócitos, e conseqüentemente da composição celular da 

resposta imuno-inflamatória específica do baço.  

A aplicação do método padronizado no estudo comparativo entre cães sadios 

e portadores de LV evidenciou diferenças significativas entre as populações de 

leucócitos, marcadas tanto com corantes convencionais, como com anticorpos 

monoclonais, entre os grupos distintos de cães. Esses resultados abrem a 

perspectiva de que o método seja aplicável particularmente em análises seqüenciais 

de animais infectados, submetidos a protocolos experimentais de imunoterapia ou 

em ensaios de avaliação de candidatos a vacina contra a doença. Ainda, o método 

de purificação e concentração de leucócitos permitiu a facilitação do diagnóstico 

parasitológico da infecção, por meio da visualização e contagem de células 

infectadas com formas promastigotas do parasito.   
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Abstract  

A method for the evaluation of splenic cellularity using samples collected by fine-needle 

aspirative biopsy was standardized in this work. The procedure includes erythrocyte lysing, 

preparation of cytospin films, and staining by histochemical and immunocytochemical 

techniques. The cellular profiles of spleen preparations were compared with those observed in 

peripheral blood samples subjected to the same procedure. Two groups were compared, one 

consisting of 14 healthy uninfected and the other of 15 polysymptomatic Leishmania chagasi 

/ infantum-infected dogs, from an endemic area for visceral leishmaniosis. Cell populations 

were identified by conventional hematoxilin-eosin and Wright’ stainings, and by 

immunocytochemistry using monoclonal antibodies against canine CD45RA and CD45RB, 

phagocytes and a pan- leukocyte antigen. As shown by histochemical staining, neutrophil 

relative counts were lower in the spleen than in the peripheral blood and the reverse was 

observed for lymphocyte counts in the healthy dog population (P < 0.05, t test, for all). Higher 

neutrophil (P < 0.0001) and monocyte / macrophage (P = 0.0036) relative counts and lower 

lymphocyte relative counts (P < 0.0001) were found in the spleen of the animals with 

leishmaniosis, than in healthy animals. The neutrophils to lymphocytes ratios in the spleen 

samples presented an inversion from healthy (0.4 : 1.0) to Leishmania- infected sick dogs (1.5 

: 1.0). By immunocytochemical techniques, the spleen of animals with leishmaniosis 

exhibited higher count s for CD45RB+ cells, IH1-positive phagocytes, and pan- leukocyte-

positive AB6 cells, and, conversely, lower counts of CD45RA+ cells, than in healthy dogs (P 

< 0.05, for all). Additionally, stained cytospins of infected animals’ spleen cells permitted 

easy identification of amastigote forms of the parasite inside phagocytes, under light 

microscopy. The methods described herein allowed a clear picture of canine spleen, including 

the immunological and inflammatory changes that take place in disease. They may, therefore, 



 40 

constitute a valuable method for the diagnosis and follow-up of infectious, immunomediated, 

autoimmune or neoplasic diseases, in the veterinary practice and in biological research.     

  

Keywords : Spleen, Canine, Fine-Needle Aspirative Biopsy, Leukocyte Populations, Canine 

Visceral Leishmaniosis. 

 

1. Introduction 

Fine needle spleen aspiration for direct microscopic examination or culture still 

represents the mainstream confirmative diagnostic test of canine visceral leishmaniosis (CVL) 

in most countries where the disease is endemic (Iniesta et al., 2002). Changes in lymphoid 

organs, associated to the proliferation of amastigote forms, are a remarkable element of the 

clinical and pathological characteristics of CVL (Natami et al., 2000; Tafuri et al., 2001; Lima 

et al., 2004). Indeed, variable degree of splenomegaly is found in almost every infected dog 

(Blavier et al., 2001; Barrouin-Melo et al., 2005) and it is believed that the spleen plays a 

central role in the outcome of the infection. (Melby et al, 2001). However, although an 

association between the early immunological events taking place in the spleen and the 

development of leishmaniosis has been reported in a murine model (Melby et al., 2001), the 

same sort of phenomenon needs to be investigated in CVL. In CVL, a dog that develops a 

cellular immune response, associated to a predominance of IL-12 and IFN-γ, may become 

asymptomatic or even cured (Abranches et al., 1991; Pinelli et al., 1994, 1995; Deplazes et 

al., 1995). On the other hand, the animal may develop a severe and progressive disease, 

associated with the presence of IL-10 and IL-4 and a predominantly humoral immune 

response (Pinelli et al., 1994), which is incapable of containing the spread of the infection in 

the host organism (Ferrer et al., 1995; Moreno et al., 1999). In this situation, a wasting disease 

takes place with a large number of non-specific clinical signs, such as: cutaneous, periocular 
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and ocular lesions; nephropathy; skeletal muscle, cardiovascular, digestive, and respiratory 

dysfunctions; lymphoid organ hypertrophy; and haematic disorders (Ferrer et al., 1995; 

Blavier et al., 2001).  

Besides being a reservoir of Leishmania parasites in endemic areas (Molina et al., 

1999; Guarga et al., 2000), and having great importance as companion animals, dogs are also 

used in experimental models of human diseases (Faldyna et al., 2005), specially in the study 

of parasite-host interactions, immune responses, and in the development of new vaccines and 

therapeutic agents (Williams 1997; Reis et al., 2005). 

Despite the great progress in noninvasive imaging techniques and other diagnostic 

tools, the cytologic investigation of lymphoproliferative alterations provides indispensable 

information to complement clinical and laboratory data on the evaluation of splenic changes, 

mostly in the analyses of neoplasy or inflammatory aspects of various illnesses in human 

(Zeppa et al., 1994; 2003) or veterinary medicine (Christopher 2003). The fine-needle 

aspirative biopsy of the spleen is a good source of material for those analyses, serving as an 

alternative to splenectomy or even to the sacrifice of animals for obtaining tissue samples, 

particularly in experimental conditions. The deployment of monoclonal antibodies reacting 

against different lymphoid cell types, or against lymphoid cells in different states of 

activation, has markedly increased the analytical power of the microscopic examination of 

canine cells and contributed to the understanding of the dog immune system (Cobbold & 

Metcalfe, 1994; Faldyna et al., 2005).  

In the study described below, splenocytes from healthy dogs, and from animals with 

visceral leishmaniosis (VL), were evaluated by means of chemical and immunochemical 

techniques, in order to provide: (a) the standardization of a practical and simple evaluation 

tool for splenic alterations, and (b) information on splenic cell alterations in the active form of 

the disease. Fine needle aspirations, as performed in this work reported herein, can allow 
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repeated (Barrouin-Melo et al., 2005) evaluations of splenic changes in dogs, contrasting with 

the surgical or necropsy procedures used in most reports on the pathological alterations of 

CVL. To these authors’ best knowledge, a standardized method for the sequential analytical 

study of canine spleen samples, and its application to the study of CVL, as described herein, 

have not been reported elsewhere. 

 

2. Material and methods  

2.1. Animals and experimental design  

The standardization of morphological and immunochemical identifications of 

leukocyte populations in spleen aspirates was carried out in material collected from six 

healthy mixed bred young adult dogs (three males and three females). They were maintained 

in a kennel at the Gonçalo Moniz Research Center, Oswaldo Cruz Foundation 

(www.cpqgm.fiocruz.br), in a non-endemic area for VL, where they underwent routine 

medical examinations, and regularly received multivalent and rabies vaccines, and deworming 

medication.  

A comparative study of sick Leishmania- infected and healthy non- infected animals 

was made in material collected from 15 dogs with VL, and from 14 healthy dogs, all of them 

from an endemic area for VL (cities located at the North-East of Bahia State, Brazil). The 

polysymptomatic animals had been tested positive for anti-Leishmania antibodies in 

serological tests, and their diagnoses were confirmed by the observation of amastigotes in   

spleen aspirate cultures. This group of animals included mongrel and purebred dogs, of both 

sexes, having different body sizes, and ages varying from ten months to eight years old (Table 

1). All of them were domiciled. They were considered polysymptomatic when at least three of 

the following signs were present: lesions in the skin and mucous membranes; changes in 

colour of the mucous membranes; abnormal growth of the claws; ocular and conjunctival 
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disorders; presence of abnormal discharges; weight loss; changes in mental attitude and 

general disposition; enlargement of lymph nodes and spleen; bleeding events; cutaneous 

changes (alopecia, depigmentation, exfoliation, nodules, ulceration and/or pustule formation); 

onychogryphosis; mucous membrane colour changes (paleness, icterus or congestion); 

mucous membrane nodular or ulcerative lesions, particularly on the lips and nose; ocular 

disturbances (conjunctivitis, keratitis, keratoconjunctivitis sicca, blepharitis and/or uveitis); 

weight loss; apathy or prostration; splenomegaly; lymphadenopathy; epistaxis; and gingival or 

abnormal genital bleeding. The fourteen control dogs were from a breeding kennel, 

maintained under sanitary and nutritional control by veterinary supervision, which included 

regular testing for canine common infectious diseases. All of them were adults, with ages 

varying from two to six years old, of both sexes, clinically healthy and negative in serological 

and parasitological tests for VL.  

 

2.2. Ethics 

All procedures carried out on the animals were in accordance with guidelines defined 

by the Committee of Ethics in Animal Experimentation of the Oswaldo Cruz Foundation, 

Brazil. 

 

2.3. Spleen and blood sample collection  

The procedure for spleen aspiration was performed in accordance with a previously 

reported technique (Barrouin-Melo et al., 2005). Briefly, following tranquilization with an 

intravenous injection of 0.5 mg/kg of acepromazine, the dogs were restrained in right lateral 

recumbency, the hair was removed and asepsis achieved by rubbing a 2% iodine-alcohol 

solution over the skin. The spleen was localized by palpation and the aspiration made with 

18G x 38 mm or 21G x 32 mm needles, depending on the dogs size, connected to a 10 mL 
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sterile syringe. The access to the organ was determined by the paracostal approach, and the 

needle introduced in the left flank, one to three centimetres from the ventral extremity of the 

last rib. After perforating the spleen, the gentlest negative pressure that allowed the passage of 

a blood-like, thick material into the syringe was made by pulling the syringe’s piston. The 

whole aspiration procedure usually took a few seconds, and yielded samples of approximately 

100-400 µL. The material was carefully flushed into a sterile tube containing 10 mL of RPMI 

1640 medium (Sigma Chemical Co., St Louis, USA) with 50 UI/mL of heparin and kept on 

ice, until being processed in the laboratory, for leukocyte purification. The remaining spleen 

material in the syringe was kept inside it to be seeded into culture medium, for parasitological 

diagnosis. 

Ten mL volumes of peripheral blood were collected from the antebrachial cephalic vein. 

Of these, 2 mL were carefully mixed with 10 mL of RPMI/heparin medium and kept on ice 

until its processing for leukocyte purification. The remaining amount of blood was drawn into 

a blood clotting tube for the preparation of serum.  

 

2.4. Serological and parasitological diagnosis of visceral leishmaniosis 

2.4.1. ELISA for IgG, IgG1 and IgG2 

      The presence of anti-Leishmania antibodies in the sera of all studied dogs was 

investigated by a classical indirect ELISA, using soluble L. chagasi antigens (SLA), as 

described by Paranhos-Silva and collaborators (1996), with few modifications. Pools of 

positive or negative canine sera for anti-Leishmania antibodies were used as controls. The 

SLA consisted of the soluble fraction (the supernatant of a 10,000 g, 30 minutes 

centrifugation) of lysed promastigotes from a local Leishmania strain, isolated from a sick 

dog, and characterized as L. chagasi by means of isoenzyme electrophoresis and comparison 

with a reference strain (LTCC - Leishmania Typing Culture Collection - WDCM731). 
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Briefly, 96-well plates (Corning-Costar Corp., New York, USA) were coated with the antigen 

overnight at 4° C (incubation with 100 µl per well of 5 µg of protein per mL of 0.1M 

carbonate-bicarbonate solution, pH 9.6). Non-specific antibody binding was blocked with 5% 

skimmed milk (w/v) in 0.15 M phosphate-buffered saline solution, pH 7.4 (PBS), containing 

0.05% Tween 20 (PBS-T), for 1 hour, at 37° C. Control and test serum samples were added at 

1:400 dilution in 1% skimmed milk in PBS-T, 100 µl/well, and incubated for 1 h at 37° C. A 

peroxidase-conjugated rabbit anti-dog IgG (Sigma Chemical Co., St Louis, USA) was added 

at the dilution of 1:5,000 in 1% skimmed milk in PBS-T, 100 µL/well and incubated for 1 h at 

37° C. The enzymatic reaction was developed with o-phenilenediamine (Sigma Chemical Co., 

St Louis, USA) and stopped after 15 min with 25 µL/well of 4N H2SO4. Absorbance values 

were read at 490 nm. The cut-off value for IgG antibodies was determined by the ROC 

(Receiver Operating Characteristics) curve, using corrected absorbance values obtained with 

sera from 30 L. chagasi-infected dogs, positive in serological and parasitological tests, and 

from 71 healthy dogs, living in non-endemic areas (Griner et al., 1981). All determinations 

were carried out in triplicate and the mean values above the cut-off for IgG were considered 

to be positive results. 

For determination of IgG1 and IgG2 antibody activities against Leishmania antigens, 

the sera of the infected animals were tested in an indirect ELISA, utilizing peroxidase-

conjugated goat anti-dog IgG1 or sheep anti-dog IgG2 (Bethyl, Montgomery, USA), at 

dilutions of 1:600 and 1:2,500, respectively, in the protocol described above. 

 

2.4.2. Culture and microscopy for parasite detection 

Samples of spleen aspirates were cultured in a biphasic medium containing 1.5 mL of 

blood-agar (solid medium) and 2 mL of Schneider’s (liquid) medium (Sigma Chemical Co., 

St Louis, USA) supplemented with 20% of fetal bovine serum (Gibco BRL, Grand Island, 
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USA). Cultures were maintained at 23° C and examined weekly under light microscopy for 

one month for the presence of live, active promastigote forms. The direct microscopic 

examination of cytospin preparations of spleen cells was also performed, in order to evaluate 

the usefulness of the processed slides for parasitological diagnosis and for the possible 

assessment of parasite load in the spleen. 

 

2.5. Preparation of cell suspensions and cytospins 

       Spleen or blood samples, previously diluted 1:6 in RPMI / heparin solution, were further 

diluted 1:4 in PBS containing EDTA to a final concentration of 1 mg/mL, and centrifuged for 

10 minutes at 450 g at room temperature (RT). The supernatant was discarded and the 

erythrocytes were lysed by incubation with a 10% (w/v) ammonium chloride solution in H2O 

for 10 minutes. After a step of centrifugation, the supernatant was discarded and the pellet 

washed twice with Hank’s buffered salt solution (HBSS, Sigma Chemical Co., St Louis, 

USA) for 10 minutes at 450 g, at RT. The purified leukocyte-pellet was resuspended in HBSS 

to a concentration of 1 x 107 cells/mL. Three different procedures were compared in terms of 

their capacity to confer adherence to glass and to preserve morphological aspects of the 

leukocytes. In one procedure, cell suspensions were diluted in an equal volume of Shandon 

cell collection fluid (Thermo Shandon, Pittsburgh, USA). and cytocentrifuged (100 µL/well at 

350 g during 10 minutes; Revan Scientific Instruments, São Paulo, Brazil). In the other two 

procedures, the cells were not diluted with Shandon cell collection fluid but were 

cytocentrifuged onto poly-L- lysine- or Silane (Sigma Chemical Co., St Louis, USA)-covered 

slides [Referências]. The slides were air-dried at RT, fixed with 100% acetone at 4° C for 5 

minutes, and stored at -70°C, in plastic boxes, until being utilized in the assays. 
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2.6. Staining assays and leukocyte populations’ count 

 Cytospin preparations were stained with Wright’s and hematoxilin-eosin (H-E) 

techniques and examined by conventional microscopy for differential leukocyte counting, 

parasite identification, assessment of the rate of macrophage infection and estimation of 

parasite burden. A total of 500 cells were counted with 40X objective lens, and the amount of 

parasitized cells was expressed as percentage of the whole leukocyte population.  

 

2.7. Immunostaining assays 

2.7.1. Monoclonal and polyclonal antibodies 

Rat anti-canine CD45RA (YKIX 753.22 clone; Cobbold & Metcalfe, 1994) and anti-

canine CD45RB (YKIX 716.13 clone; Cobbold & Metcalfe, 1994) monoclonal antibodies 

(mAbs) were a kind gift from Dr. S. Cobbold. A mouse IgG2a anti-canine pan- leukocyte 

marker, the AB6 mAb, which has a reactivity pattern, both in terms of cell and tissue epitope 

localization, and of the molecular weights of the recognized proteins, compatible with that of 

an anti-CD45 antibody (Aguiar et al., 2004a), and a mouse IgG1 anti-canine 

monocyte/macrophage and polymorphonuclear cell antigen, the IH1 mAb (Aguiar et al., 

2004b), were developed and tested in our laboratory. All mAbs were used unlabeled. IgG 

from normal rat or mouse sera was used as isotype controls. Biotinylated rabbit anti-mouse or 

rat IgG (Vector Lab. Inc., Burlingame, USA) were used as secondary antibodies. FITC-

labeled streptavidin (Sigma Chemical Co., St Louis, USA) was utilized for 

immunofluorescence assays and peroxidase-conjugated stravidin (Sigma Chemical Co., St 

Louis, USA) for immunocytochemistry assays. The optimal dilutions of each mAb, and of the 

secondary antibodies and streptavidin conjugates, were previously determined by testing 

them, serially diluted, in the immunocytoassays. 
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2.7.2. Immunofluorescence and immunocytochemistry  

 The immunofluorescence technique was utilized for testing the reactivity of the 

monoclonal antibodies with the canine spleen cells, and the immunocytochemistry for the 

differential countings. Blood and spleen cytospin preparations were rehydrated with PBS, 

during 1 minute, at RT. For the immunofluorescence, non-specific binding was blocked by 

incubation with PBS containing 10% of normal rabbit serum and 1% of fetal calf serum 

(Gibco BRL, Grand Island, USA), for 30 minutes, at RT, in a moist chamber. Cells were 

washed twice in PBS-T bath for 1 minute. The monoclonal antibodies were added at a 

dilution of 1:10 (anti-CD45RA, anti-CD45RB) or 1:40 (AB6 and IH1) in PBS, and incubated 

for 1 hour, in a moist chamber, at RT. Pure diluent, and mouse or rat sera, diluted at 1:500 

were used as negative controls for each assay. After two washing steps, biotinylated 

secondary anti-mouse (1:100) or anti-rat (1:200) antibodies were overlaid and incubated for 1 

hour in a moist chamber, at RT. Following two washing steps, FITC-labeled streptavidin was 

added and incubated for 30 minutes, in a dark room. The slides were washed twice with PBS-

T, and 50 µg/mL of propidium iodide in PBS was incubated for 1 minute to stain the cell 

nucleus. After two more washings with PBS-T, followed by distilled water washings, the 

slides were covered with an anti- fading solution, consisting of 10 mg/mL orthophenylene 

diamine (Sigma Chemical Co., St Louis, USA), in a 90% glycerol/PBS solution (v/v), 

mounted with coverslips and examined using fluorescent light microscopy.   

 For the immunocytochemistry, after the rehydration step, the cytospin preparations 

were overlaid with an endogenous peroxidase-blocking solution, consisting of 0.015 % NaN3 

and 3 % 30-volume H2O2 in PBS, and incubated for 15 minutes. PBS-T washings were carried 

out and blocking of non-specific binding was performed by incubation with 10% normal 

rabbit serum. Cells were washed twice with PBS-T and the anti-CD45RA (1:20), anti-

CD45RB (1:20), AB6 (1:100) or IH1 (1:40) mAbs, diluted in PBS, or the isotype controls, 
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were added and incubated for 1 hour, in a moist chamber, at RT. After two washing steps, 

secondary biotinylated anti-mouse (1:100) or anti-rat (1:200) antibodies were overlaid and 

incubated for 1 hour in a moist chamber, at RT. Following two washing steps, 

peroxidase-conjugated streptavidin was added and incubated for 1 hour, in a moist chamber, 

at RT. The slides were washed twice with PBS-T and a substrate solution, consisting of 1 % 

diaminobenzidine (Sigma Chemical Co., St Louis, USA) and 2 % H2O2 in PBS, was applied 

for 1 to 3 min. After two more PBS-T and two distilled water washings, the cells were 

counterstained with hematoxilin and examined by light microscopy. For determining 

leukocyte subpopulations, 500 cells were counted with a 40X objective lens, and the 

proportion of stained cells was expressed as a percentage of the whole leukocyte population.  

 

2.8. Statistical analysis 

The differences between groups were evaluated using the unpaired Student’s t-test. 

The F test was applied to compare variances. P values under 0.05 were considered to be 

statistically significant. The calculations were performed with Prism software (GraphPad 

Software Inc.).   

 

3. Results 

3.1. Fine-needle aspiration provides material for good-quality cytospin preparations of 

spleen 

 All dogs tolerated well the spleen aspirations and no complications were observed or 

reported during or after the procedures. The volume of the obtained spleen samples varied 

from 100 to 400 µL. Cell yields varied from 2 x 107 to 8 x 107 viable spleen or peripheral 

blood leukocytes. The use of Silane, poly-L-lysine or Shandon cytospin fluid led to similar 

numbers of cells retained in the cytospin preparations (not shown). The Shandon fluid, 
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however, was superior in terms of preservation of cell morphology (Figure 1). Both the H-E 

and Wright’ staining methods allowed the differential counting of leukocyte populations. 

Spleen samples kept small sparse fragments of stromal tissue in the midst of the single cell 

suspensions, mostly composed by lymphocytes of various sizes (Figure 1b). These fragments 

were characterized by groups of mononuclear cells, most with macrophage morphology. The 

cytospin preparations were appropriate for the visualization of Leishmania amastigotes 

(Figure 1c) and for immunocytochemical (Figure 1d) and immunofluorescence (Figure 1e) 

techniques. 

 

3.2. Parasitological and serological profile of dogs with clinical signs of visceral 

leishmaniosis  

 No Leishmania parasites were isolated from animals in the healthy group and their 

serum IgG anti-Leishmania antibody activities were always under the cut-off value. All 

symptomatic dogs were positive for Leishmania chagasi / infantum in the culture of spleen 

aspirates (not shown) and in 13 of them in which IgG anti-Leishmania antibody was tested 

for, its level was above the cut off value (Table 1). Parasite-specific IgG1 (mean O.D. = 0.479 

± 0.367) and IgG2 (mean O.D. = 1.862  ± 0.248) antibodies were also detected in their sera. 

In addition to being lower, there was a greater variability in the levels of IgG1 antibodies than 

in those of IgG2 (Table 1).  

Variable proportions of parasitized cells were seen in cytospin preparations (Table 1).  

 

3.3. Differences between the proportions of leukocytes in the spleen and blood of healthy 

dogs 

 As shown in the Figure 2a, the spleen aspirates of healthy dogs from areas without 

leishmaniosis have a higher proportion of lymphocytes (P = 0.0064) and a lower proportion of 
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neutrophils (P = 0.012) than blood samples. The ratios between mean percentages of 

neutrophils and lymphocytes were of 0.27 (0.27 : 1.0) in spleen samples, and of 3.2 (3.2 : 1.0) 

in peripheral blood samples. There was no statistically significant difference between blood 

and spleen in the monocytes / macrophages or eosinophils’ proportions. The presence of mast 

cells or basophils was sporadic in the samples from both origins. Similar findings were 

obtained from the 14 healthy animals of the endemic area for VL (Figure 2b). The spleen 

samples in this group showed a higher proportion of lymphocytes (P < 0.0001) and a lower 

proportion of neutrophils (P < 0.0001) when compared with peripheral blood samples, with 

neutrophils : lymphocytes ratios of 0.4 and 3.5, respectively in spleen and blood. No 

difference was observed in the proportions of monocytes / macrophages or eosinophils. 

 

3.4. Leishmania-infected polysymptomatic dogs undergo changes in spleen leukocyte 

populations 

 The group of symptomatic animals also showed a higher proportion of lymphocytes (P 

= 0.0007) and a lower proportion of neutrophils (P = 0.0003) in spleen aspirates than in the 

peripheral blood (Figure 2c). These animals, however, had a significantly higher proportion of 

mononuclear phagocytes in the spleen than in the peripheral blood (P = 0.0084). In addition, 

they had a higher proportion of neutrophils (P < 0.0001) and macrophages (P = 0.0036) and a 

lower proportion of lymphocytes (P < 0.0001) in the spleen than the healthy controls from the 

endemic area (Figure 2.d). The splenic neutrophils : lymphocytes ratio was of 0.4 in the 

healthy animals, while in the symptomatic dogs’ group it was of 1.5. No statistical differences 

were found among blood samples of sick and healthy dogs (not shown). 



 52 

3.5. Proportions of cells expressing different surface markers in symptomatic Leishmania-

infected dogs  

 The spleen of Leishmania- infected dogs had higher relative numbers of CD45RB+ (P 

= 0.0004), AB6+ (P < 0.0001) and IH1+ cells (P < 0.0001), and lower counts of CD45RA+ 

cells (P < 0.0001) (Figure 3a) than the spleen of healthy dogs. The same differences between 

Leishmania-infected and healthy animals was found for blood cells (P < 0.05; Figure 3b).  

 

4. Discussion 

This work is part of a series of studies on the potential use of fine-needle spleen 

aspiration in the dog, as a source of material for etiological and pathophysiological studies, 

focused in VL. Previous reports have documented the better sensitivity achieved with spleen 

samples for the parasitological diagnosis of CVL, in comparison to lymph node samples 

(Barrouin-Melo et al., 2004), and demonstrated the safety of fine-needle spleen aspiration in 

dogs with VL (Barrouin-Melo et al., 2005). In the present study, its applicability to 

cytological and immunochemical studies is shown.  

The parasitological diagnosis of Leishmania infection is the most common reason for 

the collection of canine spleen samples (Strauss-Ayali et al., 2004).  

Some authors have drawn attention to the limited amount of material usually obtained 

from the fine-needle aspiration of human spleens (Zeppa et al., 2003), and the loss of cells 

during the immunochemical processing of canine specimens (Tipold et al., 1998). In order to 

minimize such problems, different products and protocols for cytospin preparation were 

compared, and a better cell morphology was shown to be obtained by using the Shandon 

reagent. Approximately 250 µL of spleen aspirates yielded about 107 purified leukocytes, 

which allowed the production of about 20 cytospin spots, containing 5 x 105 cells each. Using 

commercially available monoclonal antibodies (anti-CD45RA and anti-CD45RB) and 
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antibodies developed in our laboratories (AB6 and IH1), these cytospins were shown to 

provide appropriate cells for immunochemical studies. These results are in agreement with 

Zeppa and collaborators’ observations in human spleen samples (2003). 

Immunocytochemistry performed in cytospin preparations of canine spleen aspirates, 

therefore, allowed the quantification of spleen leukocyte subpopulations.  

 All Leishmania- infected dogs studied herein, which were tested for circulating anti-

Leishmania antibodies, had high levels of total IgG and IgG2 antibodies, and most of them 

had also IgG1 antibodies. These high levels of both IgG subclasses may be a marker of active 

CVL, since concomitant high levels of IgG1 and IgG2 have been associated to progressive 

disease (Deplazes et al., 1995; Bordoiseau et al., 1997; Nieto et al., 1999; Quinnell et al., 

2003).  

 The concentration of leukocytes by cytospin, and their staining by H-E, may allow an 

easier visualization of amastigote forms inside phagocytes than it could possibly be in spleen 

aspirate smears. The procedure can indeed allow the quantification of parasites and 

parasitized cells, and, consequently, the determination of parasite loads in infected animals. It 

could therefore be useful in terms of prognosis and of monitoring novel therapeutic 

procedures.  

Leishmania-infected and healthy animals differed in terms of leukocyte profiles, both 

in the blood and in the spleen. Higher proportions of neutrophils, and particularly of 

macrophages, were found in the spleen of dogs with VL than in the spleen of healthy dogs. 

This was confirmed by the finding of increased proportions of IH1-stained cells in the 

infected dog samples. Several reports have indeed described histopathological changes in the 

spleen of infected, symptomatic or asymptomatic dogs, being the most common findings a 

granulomatous inflammatory reaction, characterized by mononuclear cell infiltration and 

macrophage hyperplasia (Kontos & Koutinas et al., 1993; Oliveira et al., 1993, Natami et al., 
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2000; Tafuri et al., 2001). They are also in accordance with the finding, by flow cytometry, of 

high numbers of CD11c+ and monocyte / macrophage cells in the spleen of Leishmania-

infected dogs (Sanchez et al., 2004), and with a reported increase in numbers of 

reticuloendothelial cells in spleen aspirates in human VL (Haque et al., 1992).  Striking 

changes in the splenic micro-architecture have been associated to high levels of the TNF 

cytokine family members in murine and human visceral leishmaniosis, and are characterized 

by white pulp atrophy, loss of T cells from the periarteriolar areas, and a widespread 

infiltration of macrophages in the white and red pulp (Engwerda et al., 2002; Kaye et al, 

2004). On the other hand, in a murine experimental model of VL, an enhanced organ-specific 

hematopoietic activity, mediated by the colony-stimulating factors GM-CSF, M-CSF and G-

CSF, was described as responsible for the accumulation of progenitor cells of the macrophage 

and granulocyte lineage in the spleen (Cotterell et al., 2000). These phenomena may take 

place in infected canine spleens as well, and could explain the findings reported herein.  

The low proportions of spleen lymphocyte population in dogs with VL, found in the 

present study, can reflect a CVL-associated immunodeficiency involving T cells, which has 

been discussed elsewhere (Martinez-Moreno et al., 1993; Pinelli et al., 1994, 1999; Moreno et 

al., 1999; Solano-Gallego et al., 2000; Guarga et a., 2000, 2002; Sanchez et al., 2004).  

The changes in number of these spleen cell populations can be a valuable source of 

information for the monitoring of the possible effects of vaccine and/or immunotherapy 

candidates, in leishmaniosis, other canine infectious or lymphoproliferative diseases, as well 

as for their clinical prognosis.  

Naïve T cells, helper T cells secreting IFN-γ and a wide range of B cells express the 

high molecular weight (220-240 kDa) CD45RA antigen (Cobbold and Metcalfe, 1994: 

Zuckermann et al., 1998), while the CD45RB antigen has been associated to activated CD4+ T 

cells (Varga and Welsh, 1996; Sutherland et al., 2002; Gomes-Pereira et al., 2004). The 
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increased proportions of CD45RB+ and CD45+ (identified by AB6 mAb) cells in Leishmania-

infected dogs, in relation to healthy controls, can be explained by T-cell activation during the 

outcome of the infection. This could also account for the observed reduction in numbers of 

naïve CD45RA+ T cells, which would change it CD45R phenotype upon activation, in the 

sick dog group (Guglielmino et al., 2004). Infection by parasites of the Leishmania genus has 

indeed been characterized by reduction of CD45RA+ cell populations in human skin lesions 

(Pirmez et al., 1990) or canine blood (Guarga et al., 2000; 2002). Few works have described 

the in situ analysis on the percentages of CD45RA-expressing cells in canine lymphoid or 

other tissues, and all of them on post-mortem specimens: a decrease has been reported in 

lymphoid tissues (Sanchez et al., 2004) and skin (Papadogiannakis et al., 2005) in CVL.  

The data reported herein are the first to describe and quantify leukocyte populations 

and subpopulations in dogs, using spleen aspirates from healthy and Leishmania- infected 

symptomatic dogs. The use of aspirates and immunochemical analysis may make possible the 

sequential monitoring of spleen-cell alterations during pathological processes. The 

information acquired in this way may improve the definition of prognosis, the follow-up of 

therapeutic responses and the carrying out of research on splenic immunoregulation and the 

pathogenic mechanisms involved in many infectious and/or immune-mediated canine 

diseases. 
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Table 1: General, parasitological and serological profile of polysymptomatic animals  from an 

area endemic for visceral leishmaniosis. 

 

Anti-Leishmania antibody 
activity (OD) 

Animal Age 
(year) 

Gender Breed Parasite 
load (a)   

IgG1 (b)  IgG2 (c)  Total IgG (d)  

# 1 1 M Dobermann 31 0.15 1.98 1.72 
# 2 6 M Beagle  4 0.63 2.05 1.85 
# 3 0.8 M Brazilian Fila  3 0.49 2.27 2.10 
# 4 4 F Mongrel 47 0.94 1.78 2.40 
# 5 3 F Mongrel 26 NT NT NT 
# 6 1 F Mongrel 2 0.61 1.68 1.82 
# 7 2 M Brazilian Fila  14 0.18 1.53 1.48 
# 8 1  F Poodle 9 1.47 1.68 1.86 
# 9 2 M Beagle  2 0.26 1.93 2.01 

# 10 3 F Mongrel 3 0.23 1.77 2.02 
# 11 1 F Rottweiler 4 0.35 2.46 1.94 
# 12 5 F Mongrel - 0.18 1.77 1.99 
# 13 5 M Rottweiler 1 0.58 1.79 1.97 
# 14 8  M  German Shepperd 6 0.20 1.93 1.86 
# 15 1 M Pitbull 1 NT (e) NT NT 

(a) Number of parasitized cells per 500 mononuclear cells in HE-stained cytospin spleen aspirates, under optical 
microscopy. 
(b) Individual median values for IgG1; positive control OD = 0.498 and negative control OD = 0.066.  
(c)  Individual median values for IgG2; positive control OD = 1.990 and negative control OD = 0.110.  
(d) Individual median values for total IgG; positive control OD = 2.200 and negative control OD = 0.117; cut-off       
= 0.392. 
(e) NT = non tested. 
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Figure 1. Morphology of blood (a) and spleen (b, c) cells, and staining with the AB6 
monoclonal antibody, by immunocytochemistry (d) and indirect immunofluorescence (e), in 
cytospin preparations. A fragment of stromal tissue can be seen in b, and a large macrophage, 
containing amastigote forms of Leishmania, in c (arrows). H-E staining in a, b and c; original 
magnification X 40 in a, b, d and e; original magnification X 100 in c.  
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Figure 2. Relative counts of canine leukocyte populations in spleen and blood cytospin 
preparations, stained by Wright’s technique. Samples were obtained from: (a) 6 healthy dogs, 
from an area free of CVL; (b,  d) 14 healthy non- infected dogs from an endemic area of 
visceral leishmaniosis ; (c, d) 15 polysymptomatic Leishmania-naturally infected dogs. 
Statistical significance, T test: * P<0.05; ** P<0.001; *** P<0.0001. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Neutrophils Neutrophils Lymphocytes Lymphocytes Eosinophils Eosinophils Monocytes  
Macrophages 

Peripheral blood 
Spleen aspirates 

    Spleen – CVL dogs 
    Spleen – healthy dogs 

Neutrophils Neutrophils Lymphocytes Lymphocytes Eosinophils Eosinophils Monocytes  
Macrophages 

Spleen aspirates 
Peripheral blood 

Spleen aspirates 
Peripheral blood  

Monocytes  
Macrophages 

Monocytes  
Macrophages 



 64 

 
 

 
 
 
 
 
 
Figure 3. Proportion of spleen (a) and blood (b) cytospin preparations from healthy ( ) and 
polysymptomatic Leishmania- infected ( ) dogs, from an endemic area for visceral 
leishmaniosis, stained with AB6 (anti-CD45), IH1 (anti-phagocytes), YKIX-753 (anti-
CD45RA), and YKIX-716 (anti-CD45RB) monoclonal antibodies, by immunoperoxidase. 
Statistical significance, t test: * P<0.05; ** P<0.001; *** P<0.0001. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

As propostas de buscar e caracterizar parâmetros esclarecedores sobre o 

papel do baço na infecção natural por L. chagasi no cão e, por meio do 

desenvolvimento de um método para avaliar aspectos da resposta imune específica 

desse órgão, trazer contribuições para o conhecimento da resposta imune canina ao 

protozoário, pautaram a realização do presente estudo. Ainda, um aspecto 

importante do método padronizado para análise das células esplênicas seria que ele 

permitisse o acesso a informações sobre a dinâmica órgão-específica de sub-

populações leucocitárias no animal vivo, sem a ele imprimir sofrimento e privações. 

Assim, o procedimento de coleta de amostras seria passível de repetições ao longo 

do tempo, possibilitando análises seqüenciais dos componentes esplênicos, 

fundamentais nas avaliações da resposta de animais em testes com preparações 

candidatas a imunoterapia e vacinas in vivo. 

Inicialmente, foi avaliado um aspecto diretamente relacionado à infecção no 

órgão, que é a sua aplicabilidade como fonte de amostras para exames 

parasitológicos, em comparação com outro método comumente citado na literatura, 

a aspiração de linfonodos. O exame parasitológico de amostras de um grupo de 64 

animais soropositivos para anticorpos anti-Leishmania – 100% de soropositividade – 

permitiu 73% de resultados positivos no cultivo de amostras de aspirado esplênico 

em meio bifásico, em comparação com 18% de positividade, quando as amostras 

foram aspirados de linfonodo. Considerando-se apenas o grupo de 48 animais, nos 

quais a infecção foi confirmada pelo isolamento do parasito, os valores de 

positividade passaram a ser da ordem de 98% e 25%, respectivamente, para 

amostras de baço e de linfonodo. Ainda, a positividade nas culturas de amostras 

esplênicas foi significativamente mais freqüente em animais sintomáticos do que em 

animais assintomáticos. Por outro lado, em todos os animais assintomáticos nos 

quais o parasitismo foi identificado (19/19)  foram observados parasitos nos cultivos 

de aspirado esplênico, enquanto em apenas 15% desses animais foram 

identificados parasitos nos cultivos de amostras de linfonodo (3/19). O achado de 

parasitos nos linfonodos foi portanto ocasional, não se encontrando correlação entre 

a freqüência de resultados positivos em amostras de linfonodo e presença de sinais 

clínicos, com o método de análise estatística utilizado (teste de probabilidade exata 
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de Fisher). Partindo do princípio de que o parasitismo nos linfonodos superficiais 

pode refletir o parasitismo na pele, e não necessariamente equivaleria à infecção e 

doença viscerais, nossos achados seriam corroborados pelos resultados 

encontrados por TAFURI e colaboradores (2001), que descreveram, no Brasil, um 

quadro histopatológico de um cão com um conjunto exuberante de sinais clínicos de 

LV sem, no entanto, apresentar parasitismo cutâneo. Como os autores observaram 

também abundantes alterações dermatológicas e intenso parasitismo visceral, eles 

aventaram a hipótese de que a presença ou ausência de parasitos na pele poderia 

independer de parasitismo visceral, e vice-versa. Em um estudo histopatológico de 

linfonodos de cães infectados por L. chagasi, LIMA e colaboradores (2004) não 

encontraram correlações entre intensidade de parasitismo nesses órgãos e 

presença ou intensidade de sinais clínicos nos animais, mas verificaram associação 

entre alterações de caráter crônico – como deposição de colágeno – associadas a 

depleção de linfócitos, nos linfonodos que continham maiores contagens de 

parasitos. No mesmo estudo, em alguns dos animais infectados também não foram 

encontrados parasitos nos linfonodos, apesar de todos apresentarem parasitismo 

esplênico (LIMA et al., 2004). Outro grupo (SOLANO-GALLEGO et al., 2004), por 

sua vez, em um estudo realizado em uma área endêmica na Europa, verificou 

ausência de parasitos em amostras cutâneas positivas em PCR para DNA de L. 

infantum, de animais clinicamente sadios, e considerou que o achado poderia indicar 

a existência de uma população de cães imunocompetentes, que teriam uma 

pequena carga parasitária cutânea, sazonal, em decorrência de reinfecção. Esse 

equilíbrio seria suficiente para sustentar uma resposta de células T de memória, que 

os manteria livres de desenvolver doença visceral. Por outro lado, uma 

incompetência imunológica do hospedeiro permitiria variados graus de disseminação 

do parasito aos diferentes tecidos, como foi demonstrado por ALVAR e 

colaboradores (1997), que descrevem a presença de Leishmania em sítios 

incomuns, em cães com grave supressão da resposta imune. Esse fator pode 

influenciar diretamente a sensibilidade do diagnóstico parasitológico em amostras de 

diferentes tecidos.  

De qualquer modo, um estudo correlacionando achados quantitativos de 

parasitismo na pele, nos linfonodos periféricos e nas vísceras de animais 

naturalmente infectados poderia auxiliar a esclarecer essas questões, incluindo 
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possíveis causas da baixa sensibilidade nos testes parasitológicos com aspirados de 

linfonodo, como a encontrada em nosso estudo.  

No presente estudo, foi constatado, também, que a punção esplênica sob 

sedação foi mais bem tolerada pelos animais, em comparação com a punção no 

linfonodo, sob as mesmas condições. Esse aspecto foi observado tanto em animais 

clinicamente saudáveis como naqueles mais acometidos por sinais clínicos, com 

evidente debilidade física, mais propensos, conseqüentemente, a maior 

sensibilidade dolorosa, em decorrência de uma possível elevação nos níveis de 

TNF-a, já descrita em camundongos (ENGWERDA et al., 2002) e seres humanos 

(BARRAL-NETTO et al., 1991) com LV ativa.  

Os resultados aqui descritos indicaram que a biópsia aspirativa no baço, e 

não no linfonodo, seria o método de escolha para obtenção de amostras para o 

diagnóstico parasitológico da LVC. Esta conclusão é consistente com a observação, 

feita em estudos histopatológicos de cães naturalmente infectados, de que a carga 

de amastigotas no baço é superior à que ocorre nos linfonodos (NATAMI et al., 

2000). Entretanto, existe uma diferença entre nossos achados de sensibilidade no 

exame parasitológico feito a partir de aspirados de linfonodo e os achados de outros 

autores (MATHIS & DEPLAZES, 1995, REALE et al., 1999). Tais amostras têm sido 

consideradas satisfatórias no diagnóstico (MATHIS & DEPLAZES 1995) e no 

acompanhamento de animais com LVC (RIERA et al., 1999).  

Pode-se aventar a possibilidade de haver diferenças reais na distribuição 

tecidual da L. chagasi entre baço e linfonodo. Alguns dos estudos reportando 

diagnóstico parasitológico baseado no exame de linfonodos são originários da 

Europa, onde a L. infantum é o agente infeccioso da LVC (MATHIS & DEPLAZES, 

1995, REALE et al., 1999). Levantaram-se evidências de que L. chagasi e L. 

infantum sejam parasitos da mesma espécie (MAURICIO et al., 2000), introduzidos 

no continente americano durante a colonização européia. Dessa forma, uma das 

explicações possíveis para a diferença entre nossos dados e os dos autores que 

reportam alta sensibilidade em diagnóstico parasitológico com aspirados de 

linfonodos seria a existência de variações de cepas de Leishmania causadoras da 

LVC no Velho e no Novo Mundo. De fato, foram descritas variações na capacidade 

de disseminação e de promover lesões em diferentes sítios, como pele ou órgãos 
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internos, de acordo com o zimodema expresso por diferentes cepas de L. infantum 

(ALVAR et al., 1997, SULAHIAN et al., 1997) e L. chagasi (NOYES et al., 1997). Tais 

evidências indicam a necessidade de estudos mais aprofundados para identificar os 

fatores responsáveis pelas diferenças putativas na patogenia e no tropismo de 

diferentes cepas do parasito para diferentes tecidos do hospedeiro, incluindo 

mecanismos moleculares órgão-específicos de resposta imune envolvidos no 

desenvolvimento da infecção no cão. A importância desses estudos é reforçada pelo 

fato de que modificações cruciais na arquitetura e na composição das células do 

sistema imune dos órgãos linfóides na LV estão intrinsecamente ligadas à presença 

e à quantidade do parasito nesses sítios (MELBY et al., 2001; KAYE et al., 2004; 

LIMA et al., 2004). 

As técnicas parasitológicas ainda são as que permitem os resultados mais 

confiáveis na rotina de diagnóstico confirmatório da LVC em muitos países. 

Provavelmente, a utilização de amostras de aspirado esplênico em técnicas mais 

sensíveis, como a PCR, aumentaria a sensibilidade desses métodos moleculares de 

diagnóstico. Isto tornaria o procedimento de aspiração esplênica útil em países onde 

a PCR é facilmente disponível.  

O estudo seguinte destinou-se à avaliação da efetividade e da segurança da 

punção esplênica como método de rotina para obtenção de amostras adequadas a 

análises laboratoriais, para estudo de elementos celulares da resposta imune 

canina. O perfil clínico do grupo de animais estudado sobrepunha-se aos 

observados por outros autores em outras áreas endêmicas (POZIO et al., 1981; 

ABRANCHES et al., 1991; BLAVIER et al., 2001; FRANÇA-SILVA et al., 2003; 

BORJA-CABRERA et al., 2004). Entretanto, não houve correlação estatística entre 

aspectos como idade e gênero dos animais mais acometidos pela infecção em 

nosso estudo, divergindo dos achados de outros autores (CARDOSO et al., 2004), 

indicando a necessidade de estudos epidemiológicos mais aprofundados sobre LVC 

no Brasil. 

Biópsias esplênicas com agulha fina são utilizadas no diagnóstico de 

leishmaniose em seres humanos (GUERIN et al., 2002) e cães (STRAUSS-AYALI et 

al., 2004). Menos freqüentemente, a técnica tem sido reportada no diagnóstico de 

outras doenças, principalmente de caráter linfoproliferativo / neoplásico, em cães 
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(STOCKHAUS et al., 1998; CHRISTOPHER, 2003), gatos (O’KEEFE & COUTO, 

1987; HICKFORD et al., 2000) e seres humanos (KRAUS et al., 2001; FRITSCHER-

RAVENS et al., 2003; ZEPPA et al., 2003). Estudos avaliando a segurança do 

procedimento, entretanto, são poucos e realizados apenas em seres humanos, nos 

quais o procedimento na maioria das vezes é conduzido sob monitoramento por 

ultrassonografia (BONIFACIO et al., 2000; CIVARDI et al., 2001; LAL et al., 2003).  

O grupo de cães estudado no estudo presente apresentava uma 

heterogeneidade clínica que possibilitava uma alta probabilidade de ocorrência de 

eventos colaterais associados à punção esplênica, além de incluir cães clinicamente 

sadios. Um total de 257 procedimentos foi realizado nos 209 cães, uma vez que 

alguns deles foram submetidos a mais de uma punção, por participarem de estudos 

de acompanhamento de resposta à quimioterapia (dados não publicados). Desse 

total de punções, houve apenas três intercorrências: em dois animais houve punção 

acidental do intestino e, em um terceiro animal, houve formação de um hematoma 

cutâneo, no ponto de perfuração com a agulha.   

Cabe ressaltar que o animal que desenvolveu o hematoma após a punção 

apresentava evidências clínicas e sorologia positiva para ehrlichiose. Ainda assim, 

não houve maiores conseqüências associadas ao procedimento, uma vez que o cão 

foi tratado para a infecção bacteriana e recuperou-se clinicamente, apesar de ter 

sido confirmada também a infecção por Leishmania na amostra de aspirado 

esplênico. Este evento pode assumir um caráter importante, uma vez que ambas as 

infecções, tanto por Leishmania quanto por Ehrlichia, estão associadas a alterações 

hemorrágicas e distúrbios da coagulação (SLAPPENDEL, 1988; CIARAMELLA et 

al., 2004). Como esse animal, havia 35 outros apresentando histórico e quadro 

clínico associado a ehrlichiose. Quaisquer evidências de anormalidade da 

coagulação estariam, a princípio, entre as contra-indicações principais à realização 

de punção esplênica, devido à possibilidade de acidente hemorrágico interno, como 

tem sido descrito em seres humanos (GUERIN et al., 2002; LAL et al., 2003). Foi de 

certa forma surpreendente, portanto, que não houvesse constatação de hemorragia 

interna em nenhum dos animais estudados, mesmo naqueles que apresentavam 

sangramento espontâneo, a exemplo de epistaxe, presença de petéquias cutâneas 

ou em mucosas e sangramento genital ou gengival. Os dois animais que sofreram 
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punção acidental de alças intestinais também não apresentaram quaisquer 

complicações nos oito dias que seguiram ao procedimento.  

Assim, nossos achados sustentam a conclusão de que a técnica de punção 

esplênica com agulha fina é segura e factível, tanto em condições ambulatoriais, 

como em campo, uma vez que obtivemos 100% de sucesso nas 257 biópsias 

realizadas, considerando a ausência de complicações clinicamente relevantes nos 

209 animais estudados. O procedimento pode ser considerado adequado para 

obtenção tanto de amostras para estudo parasitológico, como na obtenção de 

células esplênicas para estudo da resposta imune do cão, o que pode trazer 

informações importantes na compreensão da imunologia canina. 

O uso de amostras de aspirado esplênico de cão no desenvolvimento de 

métodos para explorar o seu potencial informativo sobre aspectos etiológicos, 

alterações patológicas e de populações leucocitárias esplênicas, no animal vivo, foi 

o objeto do estudo seguinte. Foram padronizadas técnicas citoquímicas e 

imunocitoquímicas em preparações citológicas feitas a partir de amostras de 

aspirado esplênico e de sangue periférico, para estudo comparativo dos leucócitos. 

Animais saudáveis foram utilizados nos experimentos de padronização do método.  

A pergunta inicial foi se amostras de baço, obtidas por punção aspirativa, 

produziriam reprodutivamente material celular esplênico, com elementos que 

pudessem trazer informações sobre a resposta imune in situ no órgão. Para 

respondê-la, utilizamos seis cães adultos, saudáveis, os quais foram submetidos a 

punções esplênicas e coleta de sangue periférico. Por meio de purificação dos 

leucócitos com solução de hemólise e citocentrifugação, foi feita a contagem 

diferencial das células, coradas com corantes histológicos clássicos, para definição 

do perfil das populações de leucócitos, presentes nesses compartimentos. Alguns 

autores chamam a atenção para a pequena quantidade de material obtida na 

punção aspirativa do baço em seres humanos (ZEPPA et al., 2003), e para a perda 

de células durante o processamento imunoquímico em amostras biológicas de cães 

(TIPOLD et al., 1998). Objetivando minimizar tais problemas, nós comparamos 

produtos e protocolos diferentes, indicados para citocentrifugação. No nosso estudo, 

não houve diferenças significativas nas contagens ou na distribuição das populações 

celulares determinadas por técnicas baseadas na utilização de poli-L-lisina, Silane 
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ou Shandon. Com todos esses reagentes, foi obtido material suficiente para a 

realização de uma série de ensaios citoquímicos ou imunocitoquímicos do mesmo 

animal. Observou-se que houve melhor preservação da morfologia celular quando o 

fixador Shandon foi utilizado. Nesse caso, como propósito do estudo era a 

identificação precisa dos elementos celulares em contagens sob microscopia óptica, 

utilizamos o fixador Shandon em todas as análises subseqüentes. Em geral, cada 

aspirado rendeu um volume médio de 250 µL, o que resultava em cerca de 107 

leucócitos purificados no total, suficiente para a confecção de cerca de 10 lâminas, 

cada uma com duas áreas contendo 5 x 105 células para análise. Os aspirados 

esplênicos apresentavam ainda uma característica peculiar que os distinguiam das 

amostras de sangue periférico: a presença de fragmentos de tecido, espalhados em 

meio a células dispersas individualmente. Esses fragmentos foram descritos como 

tendo o aspecto assumido, em preparações citológicas, pelo estroma da polpa 

vermelha, rico em macrófagos e células mesenquimais, enquanto as células 

dispersas, predominantemente linfócitos, representam a polpa branca 

(CHRISTOPHER, 2003). As diferenças significativas nas contagens diferenciais 

entre amostras de baço e de sangue permitiram a conclusão de que a biópsia 

esplênica com agulha fina possibilita a obtenção consistente de células esplênicas. 

Ainda, as amostras seriam úteis em várias aplicações, pois as características 

morfológicas foram mantidas. Essa constatação abre também perspectivas para a 

utilização dessas células em ensaios funcionais, como verificação da produção de 

citocinas e proliferação in vitro, em diferentes condições e sob diversos estímulos, 

aumentando a aplicabilidade das amostras no estudo da imunidade do cão. 

Tendo determinado a boa qualidade das preparações citológicas, procurou-se 

verificar se estas poderiam ser utilizadas para análises de sub-populações por 

imunomarcação com anticorpos monoclonais. O sucesso obtido com as técnicas de 

imunofluorescência e imunoperoxidase, realizadas com anticorpos monoclonais 

comerciais (anti-CD45RA e anti-CD45RB) e desenvolvidos em nossos laboratórios 

(AB6 e IH1, marcadores pan-leucocitário e de fagócitos, respectivamente) amplia a 

aplicabilidade do método de aspirado por agulha fina, seguido por citocentrifugação, 

ao estudo de alterações da celularidade esplênica. Esses resultados estão em 

acordo com os obtidos por pesquisadores em amostras de baço humanas (ZEPPA 

et al., 2003). A técnica de imunocitoquímica, com revelação utilizando 
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diaminobenzidina, foi particularmente eficaz na contagem diferencial de sub-

populações de leucócitos esplênicos, permitindo a determinação das proporções 

dessas células. 

O método padronizado, consistindo de (i) punção esplênica aspirativa, (ii) 

preparação citológica por purificação dos leucócitos e citocentrifugação, e (iii) 

contagem das células esplênicas marcadas com técnicas citoquímicas e 

imunoquímicas foi, então, aplicado em um estudo, no qual foram examinados dois 

grupos de cães, representando dois polos clínicos: um caracterizado por saúde 

clínica e negatividade em exames parasitológicos e sorológicos para LVC, e outro 

por doença clínica aberta, associada à infecção por Leishmania. Nesse estudo, o 

objetivo foi validar o método, como um protocolo para análise do baço do cão, por 

meio da demonstração de modificações induzidas pela infecção nos animais 

doentes. O grupo de animais infectados mostrava quadro clínico, perfil sérico de 

subclasses de imunoglobulinas G anti-Leishmania, indicando produção de 

anticorpos específicos e parasitismo condizentes com LVC ativa, de acordo com as 

características descritas por diversos autores (DEPLAZES et al., 1995; 

BORDOISEAU et al., 1997; NIETO et al., 1999; QUINNELL et al., 2003). A gravidade 

da doença nos animais incluídos neste estudo está compatível com a alta produção 

de anticorpos anti-Leishmania observada (ALMEIDA et al., 2005a; 2005b.. Uma 

associação negativa entre produção de anticorpos e imunidade na leishmaniose 

pode ser deduzida de resultados relatados por SMELT e colaboradores (2000), que 

demonstraram que em camundongos deficientes de células B ocorre formação 

eficiente de granulomas esplênicos, associados a um declínio rápido da carga 

parasitária esplênica e da esplenomegalia, diferentemente do que ocorre na infecção 

de animais intactos. 

 A separação dos leucócitos esplênicos das hemácias favoreceu o diagnóstico 

parasitológico por exame microscópico direto, por facilitar o encontro de formas 

amastigotas do parasito no interior dos fagócitos, em comparação com exames de 

rotina, usualmente feitos em esfregaços (dados não publicados). A coloração dos 

preparados celulares com HE e WRIGHT permitiu contagens tanto de parasitos 

quanto de células, o que cria a perspectiva de se poder fazer avaliações 

quantitativas. Com isso, torna-se possível estimar a carga parasitária esplênica nos 
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animais, indicando sua possível aplicação no monitoramento de intervenções 

terapêuticas e imunoprofiláticas experimentais. O aprimoramento da abordagem 

parasitológica pelo uso de ferramentas imunológicas, como a marcação dos 

parasitos por anticorpos monoclonais anti-Leishmania, nos preparados de leucócitos 

esplênicos por citocentrifugação, poderia facilitar e aumentar a sensibilidade da 

análise quantitativa do parasitismo.  

Na medicina humana, a aspiração esplênica vem ganhando mais importância 

graças aos avanços nas técnicas auxiliares de imunodiagnóstico (ZEPPA et al., 

2003). Os relatos referentes à utilização diagnóstica de aspirados esplênicos em 

medicina veterinária, citam principalmente a análise citopatológica de esfregaços 

corados por técnicas citoquímicas (O’KEEFE & COUTO, 1987; STOCKHAUS et al., 

1998; HICKFORD et al., 2000; CHRISTOPHER, 2003; FRY et al., 2003). Ainda, os 

dados disponíveis sobre os componentes celulares no baço canino referem-se a 

achados obtidos em estudos feitos em secções de tecidos obtidas em necrópsias 

(TAFURI et al., 1996; AGUIAR et al., 2004; SANCHEZ et al., 2004; FALDYNA et al., 

2005).  

O perfil encontrado nas proporções de populações de leucócitos esplênicos e 

do sangue periférico nos dois grupos de cães sadios, tanto os animais domiciliados 

em área endêmica para LV quanto os de área não-endêmica, examinados no 

presente estudo, foi semelhante. Esse perfil pode representar um estado de 

equilíbrio fisiológico, envolvendo estímulo auto-antigênico e resposta imune a 

antígenos comuns. Mesmo nos casos em que foi constatada congestão esplênica 

em alguns dos animais, atribuível ao sedativo utilizado durante o procedimento de 

punção esplênica, a distribuição das populações celulares na análise dos 

preparados citológicos permaneceu característica do órgão. Chama a atenção um 

relato de achados comparativos entre estudos histopatológicos versus citológicos 

em baço de cão, sugerindo que a maioria das alterações esplênicas, focais ou 

difusas, pode ser diagnosticada de forma precisa em amostras obtidas por meio de 

biópsia aspirativa (CHRISTOPHER, 2003). Nas nossas análises, ficou evidente 

diferenças na razão neutrófilos / linfócitos entre amostras de baço e de sangue 

periférico dos animais sadios. A razão foi tipicamente menor nas amostras de baço, 
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que apresentaram maior proporção de linfócitos, permanecendo o padrão de 

diferença entre os compartimentos mesmo no grupo de animais doentes.  

Quando as amostras de baço dos dois grupos de cães, sadios e doentes, 

foram comparadas, constatamos modificações significativas nos perfis das 

populações de leucócitos avaliadas: houve aumento nas contagens relativas de 

neutrófilos e macrófagos e redução nas contagens de linfócitos nas amostras dos 

cães portadores de LV. O aumento nas proporções de neutrófilos e, particularmente 

de macrófagos, nas amostras dos cães doentes, é concordante com a maioria dos 

quadros descritos de lesões histopatológicas na LVC, como hipertrofia e hiperplasia 

do sistema mononuclear fagocitário, associadas à intensificação da atividade 

fagocítica (TRYPHONAS et al., 1977; NATAMI et al., 2000) e aumento da presença 

de neutrófilos no baço (TAFURI et al., 2001). Alguns autores responsabilizam os  

neutrófilos pelo favorecimento e progressão da infecção por espécies 

cutaneotrópicas de Leishmania (RIBEIRO et al., 2004; van ZANDBERGEN et al., 

2004). Mas, em estudos com infecção por L. donovani em modelos murinos, um 

aumento induzido dessas células pareceu contribuir para o controle e cura em 

estágios iniciais da infecção, por meio de um mecanismo associado à produção de 

reativos intermediários de oxigênio, em um processo regulado pelo TNF-α e 

caracterizado pela formação de granulomas bem estruturados no baço (SMELT et 

al., 2000). Um aumento relativo nas contagens de células fagocíticas em esfregaços 

de aspirados esplênicos também foi descrito na LV humana (HAQUE et al., 1992). 

Uma intensificação na atividade hematopoiética órgão-específica, gerada por 

elevação na expressão dos fatores estimuladores GM-CSF, G-CSF e M-CSF, foi 

descrita como sendo responsável pelo acúmulo de células progenitoras das 

linhagens granulocítica e macrofágica no baço, em modelo experimental murino de 

LV (COTTERELL et al., 2000). Tal fenômeno, consistente com nossos achados, 

pode ocorrer no baço de cães portadores de LV, uma vez que muitas das funções 

regulatórias que controlam a micro-arquitetura esplênica são aparentemente 

conservadas entre espécies (KAYE et al., 2004). Por outro lado, uma proliferação 

histiocítica reativa pode estar associada a distúrbios na imuno-regulação esplênica 

de modo geral. Este fenômeno foi apontado como responsável pelo aumento na 

proporção de neutrófilos em relação a infecções por agentes oportunistas 

(CHRISTOPHER, 2003).  
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A imunossupressão, que se instala na infecção por Leishmania, pode levar à 

susceptibilidade a outras infecções, fenômeno atribuído, entre outras possibilidades, 

a uma possível interferência inibidora sobre populações de linfócitos T de memória 

pré-existentes (KAYE et al., 2004). Ainda, a resposta imune eficaz contra a infecção 

por Leishmania foi associada a índices elevados de células T de memória no fígado 

murino, em comparação com proporções reduzidas dessas células no baço, onde a 

infecção assume um caráter progressivo (GOMES-PEREIRA et al., 2004). A redução 

nas contagens relativas de linfócitos, observada nas amostras de baço dos cães 

doentes no presente estudo, poderia ser um reflexo do quadro imunossupressivo 

envolvendo os linfócitos T, fenômeno bastante estudado na LVC (MARTINEZ-

MORENO et al., 1993; PINELLI et al., 1994, 1999; MORENO et al., 1999; SOLANO-

GALLEGO et al., 2000; GUARGA et al., 2000, 2002; SANCHEZ et al., 2004). 

Estudos realizados com infecção canina natural por L. infantum mostram que as 

sub-populações de células T auxiliares CD4+ são as mais afetadas por anergia e 

apoptose induzidas pelo parasito, havendo uma relação direta entre redução dessas 

sub-populações no sangue e a gravidade do quadro clínico e maior capacidade 

infectiva para flebótomas nos cães (GUARGA et al., 2000). 

Quando os preparados citológicos contendo leucócitos de aspirado esplênico 

e de sangue periférico foram analisados por imunocitoquímica por imunoperoxidase 

com os anticorpos monoclonais, ficaram evidentes diferenças entre as proporções 

das populações de células marcadas especificamente entre ambos os 

compartimentos, nos animais sadios do nosso estudo. Distinções fenotípicas na 

composição de leucócitos entre sangue e outros sítios já foram descritas em 

amostras de cão (DIRSCHERL et al., 1995; TIPOLD et al., 1998; OUT et al., 2002; 

SAKAI et al., 2003), porco (BULLIDO et al, 1997) e de seres humanos (NORRIS et 

al., 1998). A maior parte dos dados de imunofenotipagem de leucócitos em tecidos é 

referente a estudos por meio de citometria de fluxo , tanto para amostras humanas 

(SNEIGE et al., 1990; ZANDER et al., 1994; KALEEM et al., 2001), como de animais 

(TIPOLD et al., 1998; OUT et al., 2002; SAKAI et al., 2003; SANCHEZ, et al; 2004; 

STEIN et al., 2004; WEISS 2004; FALDYNA et al., 2005). Não há publicações 

trazendo dados comparativos entre amostras de sangue e baço de cão. 
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Há relatos de análise por citometria de fluxo, feita em aspirados esplênicos 

humanos, mas os autores descrevem uma etapa prévia de filtração, antes de 

proceder à avaliação (ZANDER et al., 1994; BONIFACIO et al., 2000; ZEPPA et al., 

2003). Entretanto, a remoção dos fragmentos de tecido estromal poderia talvez 

limitar a abrangência dos resultados, uma vez que há nesse material importantes 

elementos a merecer análise (CHRISTOPHER, 2003). Nas lâminas feitas com os 

leucócitos esplênicos por meio de citocentrifugação e avaliadas por 

imunocitoquímica, esses fragmentos foram preservados, o que permitiria sua 

análise. Existem, na literatura, relatos de dados comparativos entre análises feitas 

por imunocitoquímica e citometria de fluxo utilizando medula óssea (WEISS, 2004) e 

fluido cérebro-espinhal (TIPOLD et al., 1998) de cão, assim como linfonodo humano 

(ROBINS et al., 1994), demonstrando uma boa correlação entre as técnicas. Não há 

estudos similares envolvendo aspirados esplênicos de cão na literatura 

especializada. Os dados disponíveis sobre análise de aspirados de baço canino por 

imunocitoquímica restringem-se ao diagnóstico de linfoproliferações neoplásicas e 

não mencionam comparação entre técnicas (AFFOLTER & MOORE, 2002; FRY et 

al., 2003). 

Os resultados da análise fenotípica por imunocitoquímica, comparando as 

amostras de sangue e de baço, mostraram que o baço apresenta proporções mais 

elevadas de células expressando CD45RA e mais reduzidas células marcadas pelos 

anticorpos monoclonais IH1 (contra moléculas específicas de fagócitos), AB6 (anti-

CD45) e o marcador de CD45RB (clone YKIX 716), do que o sangue periférico nos 

animais sadios. Dadas as propriedades sinalizadoras das moléculas da família CD45 

(COBBOLD & METCALFE, 1994), podemos atribuir as diferenças por nós verificadas 

nas proporções dos leucócitos exibindo as diferentes isoformas entre os 

compartimentos ao papel desempenhado por cada um desses compartimentos na 

resposta imune. A expressão de moléculas CD45RA ocorre em linfócitos não 

primados, em células T auxiliares secretoras de IFN-γ e em algumas células B 

(COBBOLD & METCALFE, 1994: ZUCKERMANN et al., 1998), enquanto a 

expressão de CD45RB é associada ao estado de ativação de células T CD4 

positivas (VARGA & WELSH, 1996; SUTHERLAND et al., 2002; GOMES-PEREIRA 

et al., 2004). Pode haver coexistência de isoformas de CD45 na superfície da 

mesma célula, sendo os níveis de expressão dessas moléculas variáveis de acordo 
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com o estado de diferenciação do leucócito (ZUCKERMANN et al., 1998). Assim, as 

contagens relativamente elevadas de células expressando CD45RA, encontradas no 

baço dos nossos cães sadios, poderiam ser inerentes, por exemplo, às funções 

imuno-regulatórias do órgão, que atuaria como fonte de células pré-ativadas para 

outros compartimentos (GOMES-PEREIRA et al., 2004). 

A análise comparativa das contagens relativas dos leucócitos marcados com 

os anticorpos monoclonais, entre amostras de animais doentes e sadios, revelou 

que houve um profundo decréscimo nas proporções de células CD45RA+ e um 

aumento de fagócitos e de células CD45+ e CD45RB+ no baço dos animais doentes. 

Reduções (MOORE et al., 1994; DE PAOLI et al., 1988; ZUCKERMANN et al., 1998; 

HOGENESCH et al., 2004; REIS et al., 2004; ORMANDY et al., 2005) ou elevações 

(PAPO et al., 1994; GESSL et al., 1995; TIPOLD et al., 1999; PAPPALARDO et al., 

2001; OUT et al., 2002; CHATZIMANOLIS et al., 2004) nas proporções de células 

expressando essa molécula foram descritas em uma variedade de condições 

fisiológicas ou patológicas. Assim, as diferentes dinâmicas de expressão do 

CD45RA podem refletir as variações no perfil de resposta imune a estímulos 

diversos, uma vez que o fenótipo CD45RA+ é associado à condição de pré-ativação 

das células T (COBBOLD & METCALFE, 1994).  

No caso específico de infecção por parasitos do gênero Leishmania, há dados 

de redução nas proporções de leucócitos CD45RA+ no sangue, obtidos por 

citometria de fluxo (PIRMEZ et al., 1990; GUARGA et al., 2000; 2002). Os trabalhos 

constatando redução da expressão dessa molécula in situ restringem-se a secções 

de pele (PAPADOGIANNAKIS et al., 2005) e tecido linfóide (SANCHEZ et al., 2004), 

no diagnóstico post-mortem da LVC. O presente estudo é pioneiro em avaliar a 

expressão de CD45RA em leucócitos de sangue e aspirados de baço na LVC, por 

meio de imunocitoquímica comparativa, e nossos achados são plenamente 

corroborados pelos dados desses outros autores. Explicações para tal redução 

poderiam incluir uma deleção de subgrupos de linfócitos T auxiliares, relacionada a 

apoptose induzida pelo parasito (POTESTIO et al., 2004), ou uma supressão dessas 

células, mediada por células dendríticas regulatórias, presentes no estroma 

esplênico, conforme demonstrado na LV murina experimental (SVENSSON et al., 

2004). Há dados demonstrando que a terapia é capaz de restaurar os números 
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fisiológicos de células CD45RA no sangue de cães (GUARGA et al., 2002). Ainda, 

há descrição de expressão cíclica de CD45RA em linfócitos, de acordo com a 

natureza do estímulo (BELL & SPARSHOT, 1990; BULLIDO et al., 1997). A 

avaliação e o monitoramento da dinâmica de flutuações na expressão de moléculas 

CD45RA, em abordagens experimentais ou diagnósticas de uma série de doenças 

caninas, podem ser obtidos com exames seriais, o que seria permitido com a 

metodologia aqui descrita. Dados de necrópsia, nesse caso, permitiriam apenas uma 

avaliação isolada e pontual. 

No grupo de cães doentes, as elevações encontradas nas contagens relativas 

de células expressando CD45 e CD45RB, particularmente nos aspirados esplênicos, 

podem ser associadas a uma condição de resposta imune ativa, devido à evolução 

da infecção, uma vez que a isoforma CD45RB é considerada um marcador de 

ativação de células T (COBBOLD & METCALFE, 1994; OUT et al., 2002; REIS et al., 

2005). No modelo murino de LV, foi descrito um aumento de células CD45RB+ no 

baço (KAYE et al., 2004). Nesses animais, a resolução da infecção hepática foi 

ainda associada a uma predominância de células de memória derivadas de células T 

CD45RB ativadas provenientes do baço, onde a persistência das cargas parasitárias 

foi atribuída a uma reduzida proporção de células de memória (GOMES-PEREIRA et 

al., 2004). Em um estudo com células obtidas a partir de fragmentos de baço de 

cães portadores de LV, Sanchez e colaboradores (2004) encontraram também uma 

proporção elevada de linfócitos T efetores, identificados por meio de citometria de 

fluxo. No baço de camundongos infectados foi ainda descrito um aumento 

considerável de células T CD8+ ativadas, superando a sub-população de células 

virgens (GOMES-PEREIRA, et al., 2004). Tal achado sugere a possibilidade de que 

as contagens relativas elevadas de células CD45RB+ no baço dos cães doentes no 

presente estudo podem estar refletindo um aumento de células T CD8+ expressando 

esse fenótipo, além da esperada redução proporcional das células CD4+.  De fato, 

parece não haver redução das proporções dos linfócitos T citotóxicos na LVC 

(GUARGA et al., 2000). Análises de aspirados esplênicos de cães infectados por L. 

chagasi, em condições clínicas variadas, utilizando anticorpos monoclonais 

específicos para moléculas CD4 e CD8 caninas, podem vir a trazer informações 

esclarecedoras sobre a dinâmica dessas sub-populações. 
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Nosso achado de elevação nas contagens relativas de fagócitos, marcados 

pelo anticorpo monoclonal IH1, nas amostras de baço do grupo de cães infectados, 

é concordante com as contagens diferenciais feitas com corantes citoquímicos 

clássicos nas amostras dos mesmos animais (HE e Wright). Tais dados são ainda 

equivalentes a alterações histopatológicas reportadas no curso da infecção por 

Leishmania (NATAMI et al., 2000; MELBY et al., 2001; TAFURI et al., 2001; KAYE et 

al., 2004), e a achados de elevação de células positivas para CD11c no baço de 

cães com LV (SANCHEZ et al., 2004). Comparativamente, o aporte intenso no baço 

de neutrófilos e macrófagos, resultando nas elevações de proporções de fagócitos, é 

detalhadamente descrito em modelos murinos de LV (KAYE et al., 2004). A esses 

fagócitos são atribuídas funções críticas na evolução da resposta imuno-inflamatória 

ao parasito no baço, incluindo produção de citocinas pró e anti-inflamatórias, 

fagocitose e apresentação de antígenos, e secreção de quimiocinas recrutadoras de 

linfócitos (SMELT te al., 2000).  

Já foi demonstrado experimentalmente que eventos imunológicos em uma 

fase precoce da infecção por Leishmania determinam o curso da resposta imune 

para uma condição de resistência ou susceptibilidade (MELBY et al., 2001; 

ENGWERDA et al., 2004). Na infecção de camundongos susceptíveis, o baço é o 

sítio principal de infecção crônica pelos parasitos (ENGWERDA et al., 2004), 

oferecendo um ambiente propício para a apresentação de antígenos aos linfócitos, 

uma vez que os macrófagos presentes na zona marginal e circundando os folículos 

linfóides são responsáveis pela fagocitose das formas parasitárias trazidas pelo 

sangue (ENGWERDA & KAYE, 2000). As alterações que se seguem na micro-

arquitetura do baço, particularmente associadas a atrofia da polpa branca e a 

infiltração macrofágica disseminada, parecem ser intrinsecamente dependentes da 

ação do TNF-a, tanto em camundongos, quanto em seres humanos. Esse efeito do 

TNF-a tem um aspecto paradoxal, uma vez que a citocina está também associada a 

uma resposta imune organizada e efetiva no fígado murino, levando ao 

desaparecimento do parasito nesse órgão (ENGWERDA et al., 2002; KAYE et al., 

2004). O mesmo fenômeno pode ocorrer no cão infectado, uma vez que há uma 

série de concordâncias entre os achados patológicos descritos na LV entre esses 

três hospedeiros. A esplenomegalia é um achado freqüente em cães na turalmente 

infectados pelo parasito (SLAPPENDEL et al., 1988; CIARAMELLA et al., 1997; 
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publicação 6.2 desta tese), da mesma forma que em seres humanos (ZIJLSTRA & 

EL-HASSAN, 2001). A esplenomegalia também acompanha a persistência da 

infecção no baço de camundongos (KAYE et al., 2004). A desorganização e a perda 

dos centros germinais, descritas na LV murina (ENGWERDA & KAYE, 2000) podem 

ser o fator determinante da redução nas proporções de células CD45RA+, 

particularmente nas amostras de aspirado esplênico nos cães infectados. Da mesma 

forma, a descrição da expansão das células macrofágicas, associada ao aumento da 

atividade hematopoiética na LV murina (COTTEREL et al., 2000; ENGWERDA et al., 

2004), encontra equivalência nos achados de elevação nas proporções de células 

fagocíticas, identificada neste trabalho de tese pelas técnicas de coloração química 

e imunoquímica nas amostras de baço dos cães infectados. 

Os dados apresentados neste estudo são os primeiros a descrever e 

quantificar comparativamente as populações e sub-populações de leucócitos de 

cães, utilizando amostras de aspirado esplênico, obtidas de animais sadios e 

infectados com L. chagasi, por meio de técnicas citoquímicas e imunocitoquímicas. 

O conhecimento da resposta imune in situ do baço do cão é fundamental, uma vez 

que suas funções especializadas diferem das do sangue e de outros órgãos 

linfóides, no curso da infecção. A compreensão dos componentes celulares órgão-

específicos pode permitir o desenvolvimento de estratégias mais eficientes na 

prevenção e na terapêutica da doença, voltadas para a ativação ou modulação 

destas células. Além de poder eventualmente facilitar estudos de imuno-regulação 

esplênica e de mecanismos patogênicos envolvidos na LVC, o método por nós 

padronizado abre a perspectiva de aplicação em outras doenças caninas, 

particularmente aquelas com quadro equivalente em seres humanos. No caso 

particular da leishmaniose, os animais susceptíveis encontram-se imuno-deprimidos 

e são melhores transmissores do parasito a flebótomos, devido à sua maior carga 

parasitária (TRAVI et al., 2001; GUARGA et al., 2002). Considerando o papel central 

do baço na definição do curso da infecção, o conhecimento amplo das 

particularidades da resposta imune nesse órgão, na LVC, é fundamental para o 

desenvolvimento de reagentes e protocolos voltados para o controle da infecção, 

como vacinas e imunoterápicos. 
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8. CONCLUSÕES 

1. Amostras de aspirado esplênico possibilitaram um diagnóstico parasitológico mais 

sensível da LVC, em comparação com amostras de aspirado de linfonodo poplíteo, 

por meio de cultivo e avaliação sob microscopia óptica. 

 

2. A técnica de biópsia esplênica com agulha fina mostrou ser segura, prática, 

factível e passível de ser repetida em cães com uma grande diversidade de 

condições clínicas, associadas ou não à LVC, permitindo amostras adequadas para 

citologia.  

 

3. As técnicas de coloração citoquímica de amostras de aspirado esplênico 

mostraram ser adequadas ao diagnóstico parasitológico da LVC, com possível valor 

prognóstico, devido à possibilidade de  quantificação da carga parasitária no baço.  

 

4. As técnicas descritas e padronizadas para análise citoquímica e imunocitoquímica 

dos leucócitos esplênicos permitiram a distinção do perfil de populações celulares 

características de diferentes compartimentos – baço e sangue periférico – de 

animais sadios e portadores de LV. 

 

5. O baço de cães portadores de LV ativa tem maiores contagens relativas de 

células CD45RB+, CD45+ (marcados pelo AB6) e fagócitos (marcados pelo IH1) e 

menores de células CD45RA+ e de linfócitos do que o baço dos animais sadios, 

consistente com um estado de ativação celular e com o descrito aumento de células 

da linhagem fagocítico-mononuclear na LV.  

 

 

CONCLUSÃO GERAL 

 

O método padronizado descrito neste trabalho é aplicável a análises 

seqüenciais de variações de sub-populações celulares no baço, possibilitando o 

estudo de esplenócitos de cães vivos, de forma segura e pouco invasiva, e 

permitindo a obtenção de dados sobre alterações imunológicas e sobre o 

parasitismo esplênico na LVC.  
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9. PERSPECTIVAS  

 

Ø Realizar avaliações mais extensivas do método imunocitoquímico, utilizando 

aspirados esplênicos de cão, comparando-o com outras técnicas de 

imunofenotipagem de leucócitos, como a citometria de fluxo, e utilizando um número 

maior de animais sadios e com diferentes condições clínicas de LVC. 

 

 

Ø Comparar os resultados de imunofenotipagem e de análise citológica obtidos em 

preparações citocentrifugadas de aspirado esplênico canino com os obtidos (1) em 

cortes histológicos, (2) em preparações citocentrifugadas de macerado de baço e (3) 

em aspirados de medula óssea e de linfonodo.  

 

 

Ø Proceder a análises comparativas com maior número de animais sadios e 

infectados, utilizando outros anticorpos monoclonais anti-leucócitos de cão, a 

exemplo de anti-CD4, CD8, CD44, CD5 e outros, comerciais ou disponíveis na 

Fundação Oswaldo Cruz, Bahia (Aguiar e colaboradores, 2004).  

 

 

Ø Testar o método padronizado em outras condições patológicas caninas, a 

exemplo de neoplasias, outras infecções e doenças autoimunes. 

. 

 

Ø  Aplicar o método padronizado na avaliação de células envolvidas na resposta 

imune no baço de cães portadores de leishmaniose visceral, sob intervenção 

terapêutica com agentes quimioterápicos e candidatos a imunoterápicos. 

 

 

Ø Testar a viabilidade da utilização dos leucócitos esplênicos obtidos por punção 

aspirativa no diagnóstico de LVC por meio de PCR e em testes funcionais das 

células esplênicas, como linfoproliferação sob diversos estímulos e avaliação de 

perfis de produção de citocinas in vitro e ex-vivo. 
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11. APÊNDICES 

 

Apêndice 1. 

 

Purificação de leucócitos esplênicos e do sangue periférico. 

 

Protocolo de purificação de leucócitos: 

- Adicionar 2 mL de sangue ou todo o volume de aspirado esplênico a 10 mL de 

RPMI contendo 50 UI de heparina / mL, em tubo de polietileno com tampa e 

conservar em gelo; 

- No laboratório, completar o volume para 40 mL com RPMI e centrifugar a 1800 

rpm, a 4º C, por 20’; 

- Desprezar o sobrenadante cuidadosamente e ressuspender o sedimento com 

solução de lise de hemácias, até atingir 50 mL;  

- Homogeneizar o conteúdo suavemente, por inversão manual, até o líquido ficar 

translúcido (média 8 -10 minutos), à temperatura ambiente; 

- Centrifugar a 1800 rpm, a 4º C, por 10’; 

- Desprezar o sobrenadante  e ressuspender o sedimento com HBSS, até atingir o 

volume de 40ml, homogeneizando suavemente; 

- Centrifugar a 1800 rpm, a 4º C, por 20’; 

- Desprezar o sobrenadante ; 

- Ressuspender o sedimento com 1mL de HBSS; 

- Contar os leucócitos viáveis em uma alíquota diluída com Azul de Tripan, em 

Câmara de Newbauer; 

- Ajustar as células para 1x107/mL com HBSS; 

 

 

Preparo da solução de lise de hemácias: 

 - cloreto de amônio ______________________ 7 g  

 - bicarbonato de amônio __________________ 70 mg  

 - água destilada ___________________q.s.p. 1000 mL 

 - Dissolver bem os componentes e conservar a solução em frasco âmbar 
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APÊNDICE 2.  

 

Citocentrifugação de leucócitos em lâmina  

 
- Trabalhar com a suspensão de células ajustada para 1x107/mL com HBSS; 

 

- Acrescentar igual volume de Shandon (Thermoshandon Collection Fluid) no 

momento de proceder à citocentrifugação, chegando a uma concentração final de 

5x106 células /mL; 

 

- Montar as lâminas no suporte da citocentrífuga, com o filtro e o recipiente da 

suspensão celular com Shandon; 

 

- Homogeneizar cuidadosamente a suspensão de células com a pipeta e aplicar 100 

µL da suspensão no interior do recipiente; 

 

- Centrifugar a 500 rpm por 10’; 

 

- Inverter o lado e repetir o processo, para formar 2 spots; 

 

- Separar uma lâmina e corar em HE; 

 

- Fixar as demais lâminas por imersão em álcool a 70% por 3’ e em seguida em 

álcool absoluto por 3’; 

 

- Deixar secar à TA, acondicionar em caixas de papelão cobertas com filme de PVC 

e manter a -70ºC até a realização dos ensaios de citoquímica e imunocitoquímica. 
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APÊNDICE 3.  

 

Coloração pelos corantes de Wright e hematoxilina-eosina: 

 

Hematoxilina / Eosina: 

- Mergulhar as lâminas contendo os preparações citocentrifugadas em álcool etílico 

absoluto por  1’; 

- Mergulhar em água; 

- Mergulhar em hematoxilina por 1’; 

- Mergulhar em água; 

- Mergulhar em eosina  por 1’; 

- Mergulhar em água acética (500ml de água + 5ml de ac. acético glacial); 

- Mergulhar em álcool etílico por 1’; 

- Mergulhar em xilol por 1’;  

- Mergulhar em xilol por mais 1’; 

- Montar as lâminas com lamínulas em bálsamo, removendo as bolhas de ar. 

 

Coloração segundo Wright: 

- Com o auxílio de uma pipeta acoplada a uma pêra derramar sobre as lâminas 

quantidade de corante de Wright suficiente p/ cobrir o esfregaço, por 2 ‘; 

- Mergulhar as lâminas em água destilada por 10’ para diluir o corante; 

- Finalizar a operação lavando cuidadosamente as lâminas em um filete de água; 

- Limpar o fundo de cada lâmina com algodão embebido em álcool e dispô-las na 

posição vertical, em galeria apropriada p/ lâminas; 

- Secar à temperatura ambiente; 

 

Preparo do corante de Wright: 

- eosina azul de metileno ___________________ 3,0 g  

- metanol P.A. _____________________ q.s.p. 1000 mL 

- Homogeinizar manualmente 

- Deixar em repouso por no mínimo 10 dias antes de usar. 
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APÊNDICE 4.  

 

Imunofluorescência com AcMo em preparações citocentrifugadas 

 

- Mergulhar as lâminas em salina tamponada com fosfato a 0,15 M, pH 7.4 (PBS) por 

1 minuto; 

- Bloquear sítios de ligação inespecífica com 40µL de  IgG de coelho a 10 µg/mL em 

PBS contendo 5% de leite desnatado (ou soro de coelho a 10%); 

- Incubar por 20’ em câmara úmida, à temperatura ambiente (TA); 

- Lavar 3  vezes por imersão em PBS; 

 

- Adicionar os anticorpos monoclonais (AcMo) específicos para leucócitos de cão e 

controles negativos, em concentração determinada por titulação prévia, em volumes 

de 40µL, diluídos em PBS contendo 0,05% de Tween-20 e 5% de leite desnatado 

(PBS-T-leite):  

 Feitos em rato: anti-CD45RA (YKIX 753) e anti-CD45RB (YKIX 716) 

 Feitos em camundongo: marcador de CD45 (AB6) e de fagócitos (IH1) 

 Controles negativos: Diluente  

                                  Soro de camundongo na diluição 1:500 

                                             Soro de rato na diluição 1:500 

- Incubar por 1 hora em câmara úmida, à TA; 

- Lavar 3  vezes por imersão em PBS; 

 

- Adicionar o anticorpo secundário biotinilado, diluído em PBS-T-leite, em 

concentração determinada previamente por titulação, em volumes de 40µL, em tubo 

protegido da luz: 

                Anti-IgG de rato biotinilado feito em coelho (1:200) 

                Anti-IgG de mouse biotinilado feito em coelho, (1:100) 

- Incubar por 1 hora em câmara úmida, à TA; 

- Lavar 3  vezes por imersão em PBS; 
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- Aplicar streptavidina conjugada com fluoresceína, em diluição determinada 

previamente por titulação (1:500) em PBS-T-leite, em volumes de 40µL, em tubos 

protegidos da luz: 

- Incubar por 45’ em câmara úmida, à TA, no escuro;  

- Lavar 3  vezes por imersão em PBS-T  e 3 vezes em água destilada; 

- Aplicar volumes de 40µL de iodeto de propídeo (1:200 em PBS) 

- Lavar imediatamente 3 vezes por imersão em PBS-T  e 3 vezes em água destilada; 

- Montar das lâminas com bálsamo “anti-fading”, retirando o excesso do bálsamo e 

as bolhas de ar; 

- Guardar em caixas fechadas, ao abrigo da luz e realizar a leitura em microscópio 

de fluorescência e fotografar. 
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APÊNDICE 5.  

 

Imunoperoxidase com AcMo em preparações citocentrifugadas 

 

- Mergulhar as lâminas em salina tamponada com fosfato a 0,15 M, pH 7.4 (PBS) por 

1 minuto, à TA; 

 

- Proceder ao b loqueio da peroxidase endógena com 40µL da solução:  

   PBS  _______________________________ 1425 µL 

   azida sódica a 10% em água _____________    25 µL 

   peróxido de hidrogênio 30% ______________   50 µL 

- Incubar por 30’ em câmara úmida, à TA;  

- Lavar 3  vezes por imersão em PBS-T; 

 

- Proceder ao bloqueio de sítios de ligação inespecífica com 40µL de  IgG de coelho 

a 10 µg/mL em PBS contendo 1% de soro bovino fetal (SBF), ou soro de coelho a 

10% em PBS-SBF; 

- Incubar por 30’ em câmara úmida, à TA;  

- Lavar 3  vezes por imersão em PBS; 

 

- Adicionar os anticorpos monoclonais (AcMo) específicos para leucócitos de cão e 

controles negativos, em concentração determinada por titulação prévia, em volumes 

de 40µL, diluídos em PBS-T contendo 1% de SBF (PBS-SBF) 

 Feitos em rato: anti-CD45RA (YKIX 753) – 1: 10 

                                    anti-CD45RB (YKIX 716) – 1: 50 

 Feitos em camundongo: marcador de CD45 (AB6) – 1:500 

                                                   marcador de fagócitos (IH1) – 1:40 

 Controles negativos: Diluente  

                                  Soro de camundongo na diluição 1:500 

                                            Soro de rato na diluição 1:500 

- Incubar por 1 hora em câmara úmida, à TA; 

- Lavar 3  vezes por imersão em PBS-T; 
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- Adicionar os anticorpos secundários biotinilados, diluído em PBS-T-SBF, contendo 

1% de soro de cão saudável, em concentrações determinadas previamente por 

titulação, em volumes de 40µL, em tubo protegido da luz: 

                Anti-IgG de rato biotinilado, feito em coelho  (1:200) 

                Anti-IgG de mouse biotinilado, feito em coelho (1:100) 

- Incubar por 1 hora em câmara úmida, à TA; 

- Lavar 3  vezes por imersão em PBS-T; 

 

- Aplicar de streptavidina conjugada com peroxidase, em diluição determinada 

previamente por titulação (1:500) em PBS-SFB, em volumes de 40µL, em tubos 

protegidos da luz: 

- Incubar por 45’ em câmara úmida, à TA, no escuro;  

- Lavar 3  vezes por imersão em PBS-T   

 

- Aplicar a solução com o substrato de enzima e o revelador em volumes de 40µL: 

DAB a 25mg/ml ___________________________ 24 µL 

PBS ____________________________________ 966 µL 

Peróxido de hidrogênio 30% _________________  1 µL 

- Incubar por 2’ em câmara úmida, à TA, no escuro; 

- Lavar 3 vezes por imersão em água destilada; 

- Proceder à contra-coloração com hematoxilina filtrada por 15”; 

- Lavar 3 vezes por imersão em água destilada; 

- Mergulhar em álcool etílico a 70% por 3’; 

- Mergulhar em álcool etílico absoluto por 3’; 

- Mergulhar em xilol; 

- Montar as lâminas com bálsamo; 

 

- Contar as células marcadas sob microscopia óptica: determinar quantas células 

são marcadas com DAB em um mínimo de 500 células contadas em cada spot. 

Contar em duplicata.  


