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A Leishmaniose Visceral zoonótica é um problema de saúde pública global com uma expansão 
crescente em várias regiões do mundo. O cão, como principal reservatório doméstico do parasito, 
apresenta-se como um dos fatores que favorecem a expansão da doença em humanos. Dois dos 
principais órgãos afetados pela leishmaniose visceral canina (LVC) são o baço e o fígado, que 
apresentam alterações estruturais, decorrentes da infecção. A célula mais parasitada no contexto da 
infecção por L. infantum é o macrófago, sendo também a célula mais importante na eliminação de 
formas amastigotas, através da produção de óxido nítrico (NO), ou espécies reativas de oxigênio 
(ROS). Dessa forma, nosso estudo buscou avaliar a influência de determinadas citocinas na 
produção de mediadores microbicidas por macrófagos do baço, fígado e derivados de monócitos 
circulantes, assim como, a correlação destes fatores imunológicos, com a forma clínica, a carga 
parasitária e a esplenomegalia no contexto da leishmaniose visceral canina (LVC). Nossa estratégia 
experimental contou com 27 cães, divididos entre cães não infectados (CNI - n=7), cães infectados 
assintomáticos (CA - n=10) e cães infectados sintomáticos (CS - n=9). Nos cães infectados, foi 
avaliada a carga parasitária por qPCR e LDU (Leishman donovan units), sendo observada uma 
carga parasitária maior no baço e fígado do grupo CS. Foi ainda avaliada a presença e grau de 
esplenomegalia, por ultrassonografia, sendo verificado que cães do grupo CS, apresentam um maior 
grau de esplenomegalia, comparativamente a cães do grupo CNI e CA. Para avaliação da resposta 
imune no baço e fígado, foi realizada por citometria de fluxo uma avaliação ex vivo destes 
compartimentos. Os resultados demonstraram que em ambos os órgãos existe uma maior população 
de linfócitos T CD3+

 em cães do grupo CA, comparativamente ao grupo CNI. No fígado foi 
constatado um menor percentual de linfócitos T CD4+ e um maior percentual de linfócitos T CD8+, 
no grupo CS, relativamente aos grupos CNI e CA. Ao avaliar a produção intracelular de IFN- e 
IL-4 nas subpopulações de linfócitos T, foi observado que linfócitos T CD4+ do baço e fígado de 
cães do grupo CA demonstraram uma maior capacidade de produção de IFN-, em comparação aos 
do grupo CNI e CS. Seguidamente, foram avaliadas por qPCR as expressões de RNAm de várias 
citocinas associadas com a resistência e susceptibilidade e da enzima iNOS em baço e fígado, tendo 
sido constatada uma maior expressão de IL-12 em ambos os órgãos de cães do grupo CA, em relação 
ao grupo CNI. No compartimento esplênico, foi ainda observado um aumento na expressão de iNOS 
no grupo CA, por comparação aos grupos CNI e CS e um aumento na expressão de IL-10 nos cães 
do grupo CS, em relação aos grupos CA e CNI. Ainda nos compartimentos esplênico e hepático, 
foi avaliada a produção de NO e ROS por macrófagos, tendo sido constatada um aumento na 
frequência de macrófagos produtores de NO em cães do grupo CA, por comparação aos do grupo 
CNI. Em relação à produção de ROS, foi observada uma maior produção em macrófagos do grupo 
CA, em relação ao grupo CNI, em ambos os órgãos. Foram ainda realizadas avaliações 
imunológicas in vitro, em sistemas de co-cultivo incluindo macrófagos derivados de monócitos 
circulantes após infecção com promastigotas vivos de L. infantum GFP, em cultivo com 
subpopulações de linfócitos T autólogos (M + CD4+; M + CD8+; M + CD4+ e CD8+). Partindo 
desses co-cultivos foi concluído que macrófagos do grupo CA apresentaram uma maior redução da 
taxa e intensidade de infecção quando em co-cultivo com linfócitos T CD4+ e/ou CD8+, além disso 
foi observada um maior predomínio de linfócitos T CD4+ produzindo IFN- em detrimento de 
células produtoras de IL-4 nos cães do grupo CA. Além disso, foi constatado qCA apresentaram 
um maior percentual de macrófagos produtores de NO quando em co-cultivo com linfócitos T CD4+ 
e linfócitos T CD4+ e CD8+, quando comparados ao grupo CS. Foi ainda, examinada a possível 
existência de correlações entre os parâmetros avaliados nas diferentes metodologias. Foi assim 
observada uma íntima correlação entre fatores, tais como, a expressão de IL-12, o percentual de 
linfócitos T CD4+ produtores de IFN- e o percentual de macrófagos produtores de NO que estão 
associados à resistência. Por outro lado, fatores tais como a expressão esplênica de IL-10, a 
esplenomegalia e o parasitismo, são fatores intimamente associados à susceptibilidade perante a 
infecção por L. infantum. Estes resultados contribuem para o entendimento da imunopatologia da 
LVC e permitiram identificar marcadores de resistência e susceptibilidade, num contexto clínico e 
no desenvolvimento de novas formas de diagnóstico e vacinas. 
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Visceral Leishmaniasis is a global health issue expanding through various regions of the world. As 
the main domestic reservoir of Leishmania.infantum, infected dogs present as a decisive factor in 
disease transmission to humans. Liver and spleen, two of the most affected organs by canine visceral 
leishmaniasis (CVL), often present with architectural alterations, caused by infection. The most 
parasitized cell by L. infantum is the macrophage, which is also key in the elimination of amastigote 
forms, achieved by nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS) production. Thus, this 
study evaluated how the expression of certain cytokines influence NO and ROS production by 
splenic, hepatic and monocyte derived macrophages and the correlation between these 
immunological factors, with clinical status, parasite load and splenomegaly in CVL. Our 
experimental strategy included 27 dogs, divided between non-infected (NID n=7), infected 
asymptomatic (AD n=10) and infected symptomatic (SD n=9). In infected dogs, parasite load was 
evaluated using qPCR and LDU (Leishman donovan units) and a higher parasite load was observed 
in the splenic and hepatic compartments of SD. Splenomegaly was also assessed using 
ultrasonographic methods, with SD presenting with more severe splenomegaly compared with NID 
and AD. Splenic and hepatic immune response was also evaluated using ex vivo techniques. Results 
have shown a higher percentage of CD3+ lymphocytes in AD, compared with NID in both organs. 
In the hepatic compartment a lower frequency of T CD4+ lymphocytes and a higher percentage of 
T CD8+ lymphocytes was observed in SD, compared with NID and AD. Subsequently, IFN- and 
IL-4 intracellular production by these subsets of T lymphocytes was evaluated and a higher 
frequency of T CD4+ lymphocytes producing IFN- was observed in AD, compared with NID and 
SD in both splenic and hepatic compartments. Furthermore, mRNA expression of cytokines 
associated with resistance or susceptibility to LVC and iNOS was assayed, by qPCR and it was 
concluded that IL-12 expression in both organs was higher in AD, compared with NID. Specifically 
to the splenic compartment, a higher level of iNOS was observed in AD dogs, compared with NID 
and SD. Additionally, SD dogs presented with higher expression. of IL-10, relative to NID and AD. 
Finalizing the ex vivo assessments, NO and ROS production by splenic and hepatic macrophages 
was evaluated. In both organs, a higher frequency of NO producing macrophages was observed in 
AD, compared with NID and SD. Moreover, AD macrophages from both organs presented with 
higher ROS production ability, compared with NID. To complement this work, in vitro 
immunological evaluations were also performed, using co-culture systems of L. infantum infected 
monocyte derived macrophages in culture with autologous T lymphocyte subsets (M + CD4+; M 
+ CD8+; M + CD4+ and CD8+). From these co-cultures it was concluded that macrophages from 
AD group, presented with steeper drops in infection rate and intensity when cultured with CD4+ 
and/or CD8+ T lymphocytes. A higher percentage of CD4+ T lymphocytes producing IFN- in AD 
dogs was also observed. Morever, in M + CD4+ and M + CD4+ and CD8+, a higher frequency of 
NO producing macrophages was observed in AD, compared with SD. Finally, through correlation 
analysis, possible interconnections between the evaluated variables were assessed. Parameters, such 
as, IL-12 expression, frequency of CD4+ T lymphocytes producing IFN- and frequency of NO 
producing macrophages were intimately connected and associated with resistance. On the other 
hand, splenic expression of IL-10, splenomegaly and high parasitism were highly associated and 
related to susceptibility against L. infantum infection. 
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M - micromolar 

L – microlitro 

A/G – Albumina / Globulina 

AF647 – Alexa Fluor 647 

ALT – Alanina aminotransferase  

ASL - Antígeno solúvel de L. infantum  

AST – Aspartato aminotransferase  

APC – Aloficocianina 

APC – Células apresentadoras de antígeno 

BSA – Albumina de soro bovino  

ºC – Celsius 

CA – Cães assintomáticos 

CCA - Centro de Ciência Animal  

CCL2 - Proteína quimiotática de monócitos 1 

CCZ – Centro de Controle de Zoonoses  

cDNA – DNA complementar 

CETDVL - Canil de Experimentação em Testes de Drogas e Vacinas para Leishmaniose  

CETEA - Comitê de ética para o uso de animais de laboratório 

CD11b+ - Marcador de superfície celular da subpopulação de monócitos/macrófagos 

CD14+ - Marcador de superfície celular da subpopulação de monócitos 

CD3+ - Marcador de superfície celular da subpopulação de linfócitos T totais 

CD4+ - Marcador de superfície celular da subpopulação de linfócitos T auxiliares  

CD8+ - Marcador de superfície celular da subpopulação de linfócitos T 

citotóxicos/supressores  

CNI – Cães não infectados 

CO2 – Dióxido de carbono  

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

CS – Cães sintomáticos 

CROR – CellRox orange reagent 

Ct - Cycle threshold (limiar da fase exponencial)  

CTAB - Brometo de Cetiltrimetilamônio  

CTLA-4 - Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 

DH82 – Dog histiocytosis 82 
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dL – decilitro  

DAF2-DA - 4’5’-Diaminofluoresceina diacetato 

DCFH-DA - 2’7’-diclorofluoresceina diacetato 

DEPC - Dietilpirocarbonato  

DNA - Ácido desoxirribonucléico  

EPI – Equipamento de proteção individual  

EDTA - Ácido etilenodiamino tetra-acético  

ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay 

FITC - Isotiocianato de fluoresceína  

FL1 – Canal de fluorescência 1  

FL2 – Canal de fluorescência 2  

FL4 – Canal de fluorescência 4  

FSC - Forward Scatter (Tamanho)  

g – Grama 

G - Constante gravitacional 

Gama GT – Glutamil transferase 

GAPDH - Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 

GFP – Green fluorescent protein 

H202 – Peróxido de hidrogênio 

IMF – Intensidade média de fluorescência 

IFN-γ - Interferon gama  

IL-2 – Interleucina 2 

IL-10 – Interleucina 10  

IL-12 – Interleucina 12  

IL-4 – Interleucina 4  

iNOS - Óxido nítrico sintase induzida  

IP-10 - Interferon-inducible protein 10 

IRF-5 - Fator regulatório de interferon 5 

L - Litro 

LAG-3 - Lymphocyte-activation gene 3 

LBMPL - Vacina composta por antígenos de L. braziliensis associada ao adjuvante 

monofosforil lipídeo A 

LDU – Leishman donovan units 
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LC - Leishmaniose cutânea  

LCM – Leishmaniose cutâneo-mucosa 

LIT - Liver Infusion Triptose (meio de cultura) 

LV – Leishmaniose visceral  

LVC – Leishmaniose visceral canina  

LVH – Leishmaniose visceral humana 

LPS – Lipopolissacarídeo 

M – Molar 

M − Macrófago 

M-CSF - Fator estimulador de colônias de macrófagos 

MAP – Macrófagos com alto parasitismo 

MAPA – Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

MBP – Macrófagos com baixo parasitismo  

mg – miligrama 

mL – mililitro 

mM - milimolar 

MnCl2 – Cloreto de magnésio 

MNP – Macrófagos não parasitados 

MOPS - 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid 

MS - Ministério da Saúde  

NaCl – Cloreto de sódio  

NADPH oxidase - Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 

NKT - Natural killer T cells 

nm - nanômetro 

NNN/LIT - Novy-MacNeal-Nicolle-liver infusion tryptose (Meio de Cultivo Celular)  

NO – Óxido Nítrico 

NTP - Nucleosídeo-trifosfato  

NUPEB – Núcleo de pesquisas em ciências biológias 

O2
- - Íon Superóxido 

OH – Radicais hidroxila 

OMS - Organização Mundial de Saúde  

ONOP – Orange nitric oxide probe 

OP46 – cepa de Leishmania infantum OP46 
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PBMC – Células mononucleares do sangue periférico 

pb – pares de bases  

PBS - Phosphate buffer saline (solução salina tamponada) 

PD-1 - Programmed cell death protein 1  

PE - Ficoeritrina 

PCR – Reação em cadeia da polimerase 

qPCR - Reação em cadeia da polimerase em tempo real (quantitativa)  

RANTES - Regulated on activation, normal T Cell expressed and secreted 
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1.1  Aspectos gerais das leishmanioses 

  O conjunto de doenças denominado de leishmanioses é causado por parasitos da 

ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e gênero Leishmania (Ross, 1903). Podem ser 

infectados por estes parasitos um vasto número de animais incluindo os domésticos, os 

silvestres e o homem (Desjeux, 2004). 

 Em relação aos aspectos clínicos da doença, apesar de várias propostas terem sido 

apresentadas, são reconhecidas oficialmente pela Organização Mundial de Saúde (OMS) três 

formas distintas de leishmaniose: leishmaniose cutânea (LC), leishmaniose mucocutânea 

(LCM) e leishmaniose visceral (LV) (WHO, 2017). Dessas, a LV é considerada a mais grave, 

caracterizada por febre, perda de peso e hepatoesplenomegalia, sendo uma doença fatal em 95% 

dos casos não tratados (Alvar et al. 2012, WHO, 2017). 

 Estima-se que aproximadamente 400 mil novos casos de LV surjam anualmente, 

resultando na morte de 20 a 40 mil pessoas/ano. Ainda assim, devido ao extremo 

subdesenvolvimento dos países mais afetados pela doença é provável que estes valores estejam 

subestimados, em consequência de graves limitações nos sistemas de notificação (Alvar et al. 

2012; WHO, 2017). No caso específico do Brasil, a média da incidência anual de LV entre 2000 

a 2013 atingiu 3.454 casos reportados, representando cerca de 90% dos casos registados no 

continente americano. Neste período, a letalidade da doença apresentou uma tendência 

ascendente, de 3,2%, para 7,1% ( Alvar et al. 2012, MS, 2015).  

 Os vetores responsáveis pela transmissão do parasito para o hospedeiro vertebrado são 

fêmeas de insetos da ordem Díptera, família Psychodidae e subfamília Phlebotominae. Dois 

gêneros, em específico, são responsáveis pela transmissão da doença: o gênero Lutzomyia, 

encontrado no “Novo Mundo” (América Central e América do Sul) e o gênero Phlebotomus, 

característico do “Velho Mundo” (África, Ásia e Europa) (Adler & Theodor, 1931; Cunha & 

Chagas, 1937). Dentro do gênero Lutzomyia, a espécie Lutzomyia longipalpis é a principal 

responsável pela transmissão de L. infantum, causadora da LV na América do Sul (Sacks & 

Kamhawi, 2001; Lainson & Rangel, 2005).  

 Em relação à transmissão do parasito, ocorre inicialmente a dilaceração da pele do 

hospedeiro pelo inseto vetor, formando uma poça subcutânea de sangue, onde são depositadas 

as formas promastigotas metacíclicas do parasito. Essas formas parasitárias invadem as células 

alvo, os macrófagos, no interior dos quais se transformam em formas amastigotas que são 

replicativas e não flageladas. Esta replicação culmina, eventualmente, na rotura do macrófago 

e na liberação das formas amastigotas que parasitam outros macrófagos (Handman, 2001; Nieto 

et al. 2011). 
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1.2  Leishmaniose visceral canina e sua importância no contexto epidemiológico  

 O papel do cão no ciclo epidemiológico da LV já vem sendo estudado desde o início do 

século XX, tendo sido teorizada a sua participação como reservatório por Nicolle & Comte 

(1908) na Tunísia, após observarem a presença de formas amastigotas do parasito na medula 

óssea e pele destes animais. Já no Brasil, Chagas et al. (1936) foram pioneiros no estudo 

epidemiológico da leishmaniose visceral canina (LVC), tendo encontrado na região de Abaeté, 

no estado do Pará, uma incidência de 4,9%. Deane et al. (1955), num estudo epidemiológico 

realizado por todo o estado do Ceará reforçaram o papel de canídeos silvestres, como as raposas 

(Cerdocyon thous e Lycalopex vetulus) e dos cães domésticos (Canis familiares), na propagação 

da doença ao agirem como reservatórios em áreas de grande prevalência. 

 A espécie L. infantum é a única capaz de causar LVC, tanto no Velho Mundo, quanto 

no Novo Mundo. A teoria mais aceita sobre a sua inserção no continente americano implica o 

transporte de cães infectados nos barcos de colonizadores vindos da Europa (Momen et al. 1993, 

Tuon et al. 2008).   

 O cão é considerado, desde a década de 50, o principal reservatório doméstico de 

Leishmania infantum. Isto se deve ao fato de cumprir condições essenciais, tais como, a alta 

susceptibilidade à infecção, o tropismo ou atratividade alimentar pelo vetor, um intenso 

parasitismo cutâneo e o convívio próximo com o homem. A sua importância como reservatório 

e o fato de ser extremamente popular como animal de estimação a uma escala global, contribui 

para que a LV zoonótica seja uma das mais importantes zoonoses no mundo (Gramiccia & 

Gradoni, 2005, Esch & Petersen, 2013).  

 Os dados mais atuais sobre a LVC indicam que esta é endêmica em mais de 70 países, 

sendo estimado que pelo menos 2,5 milhões de cães estejam infectados por L. infantum somente 

no sudoeste europeu. Já no continente americano, o número de casos caninos da doença é 

estimado em milhões, com maior prevalência na Venezuela e no Brasil (Baneth et al. 2008, 

Solano-Gallego et al. 2009, 2011, Gradoni, 2015). 

 A LVC, tal como a LV humana, é uma doença heterogênea, clinicamente multifacetada 

e com altas taxas de prevalência, podendo afetar grande parte da população canina de uma 

determinada área endêmica, mesmo que apenas uma pequena parcela desses cães apresente 

sinais clínicos característicos da doença (Coura-Vital et al. 2013a). 

 Os estudos clínicos realizados até o momento não demonstraram nenhuma predisposição 

racial para a doença canina, com exceção da raça Ibizan hound que parece apresentar uma 

resposta imune protetora perante a infecção por L. infantum (Solano-Gallego et al., 2000, 2009). 

Além de fatores relacionados a raça, outras particularidades parecem favorecer a resistência ou 
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susceptibilidade à doença. Nomeadamente, cães com acesso mais frequente ao exterior das 

habitações e cães com idades inferiores a 3 anos e entre 8 e 10 anos apresentam maior 

prevalência que os restantes (Blavier et al. 2001; Cardoso et al. 2004; Solano-Gallego et al. 

2009; Paltrinieri et al. 2010; Coura-Vital et al. 2013a). Acredita-se que os animais que 

apresentam estas características apresentam uma maior probabilidade de serem reservatórios de 

L. infantum, por se encontrarem mais sujeitos ao repasto sanguíneo do inseto vetor (Dantas-

Torres et al. 2006, Coura-Vital et al. 2013b). 

1.3  Leishmaniose visceral canina: aspectos clínicos e laboratoriais  

  A LVC é uma doença sistêmica, crônica e severa que é frequentemente fatal, uma vez 

que não existe um protocolo terapêutico que conduza a uma cura parasitológica completa, com 

remissão total dos sinais clínicos e sem recidivas da doença a longo prazo (Yasur-Landau et al. 

2016, Noli & Auxilia, 2005; Baneth & Shaw, 2002; Slappendel & Teske, 1997). É importante 

salientar, que é proibido no Brasil o tratamento de cães com medicamentos de uso humano ou 

não registrados no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), de acordo 

com portaria interministerial do Ministério da Saúde (n° 1.426 de 11 de julho de 2008). Até 

recentemente, nenhum fármaco se encontrava registrado junto ao MAPA, no entanto, a nota 

técnica nº11 de 2016 do MAPA veio permitir a utilização do fármaco miltefosina (Milteforan, 

Virbac Saúde Animal®) para o tratamento de cães com LVC por médicos veterinários privados, 

não fazendo ainda parte dos programas de saúde pública. 

 Os aspetos clínicos da LVC apresentam grandes variações como consequência dos 

vários mecanismos patogênicos envolvidos no decorrer da doença, da multiplicidade de órgãos 

afetados e do espectro de possíveis respostas imunes desencadeadas nos diferentes animais 

(Baneth et al. 2008; Reis et al. 2009, Solano-Gallego et al. 2009). Em alguns cães, sinais clínicos 

graves da doença surgem logo após a infecção, porém, outros animais permanecem infectados 

por um longo período, sendo capazes de evitar o aparecimento de sinais clínicos. Entre os 

principais sinais e sintomas clínicos sugestivos de LVC podemos observar: lesões cutâneas 

(alopecia, dermatite seca, esfoliativa, ulcerativa, nodular, proliferativa ou papular simétrica), 

linfadenopatia local ou generalizada, perda de peso, apatia, claudicação, lesões oculares (uveíte 

anterior, queratoconjuntivite e blefarite), vômito, anemia, febre, epistaxes e onicogrifose 

(Ciaramella et al. 1997; Koutinas et al. 1999; Baneth et al. 2008). Dessa forma, Mancianti et al. 

(1988) perante esta heterogeneidade de manifestações clínicas, propuseram classificar a doença 

em três grupos distintos, de acordo com a severidade do estado clínico em: cães assintomáticos 

(CA), sem sinais clínicos característicos da doença, cães oligossintomáticos (CO), com um 
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máximo de três sinais clínicos sugestivos de LVC e cães sintomáticos (CS), com mais de três 

sinais clínicos típicos de LVC.  

 Além dos sinais clínicos detectáveis ao exame físico, cães com LVC tendem a apresentar 

uma miríade de alterações nos parâmetros hematológicos, entre as quais, observamos uma 

redução de hemácias, hemoglobina e hematócrito, resultando num quadro de anemia 

normocítica/normocrômica (Reis et al. 2006a). O quadro hematológico, agrava-se com o 

surgimento de trombocitopenia afetando diretamente os mecanismos de coagulação. 

Adicionalmente, no leucograma, é frequente o aparecimento de leucopenia, em consequência 

de linfopenia, eosinopenia e monocitopenia. (Reis et al. 2006a,b, 2009, Freitas et al. 2012 

Momo et al. 2014). A medula óssea é o local onde são formados os leucócitos, eritrócitos e 

plaquetas, a partir de células hematopoiéticas, sendo também um dos órgãos mais parasitados 

no contexto da infecção por L. infantum (Reis et al., 2006, Rubin & Strayer, 2007). As 

alterações hematológicas características da LVC podem ser acompanhadas de alterações ao 

nível destas células hematopoiéticas na medula óssea, tanto nos precursores de leucócitos, como 

de eritrócitos (Nicolato et al., 2013). Estas alterações incluem uma diminuição do número de 

várias células da série eritroblástica em cães infectados, em comparação a cães não infectados, 

encontrando uma correlação entre estas alterações ao nível da medula óssea e alterações 

existentes ao nível hematológico (Trópia de Abreu et al., 2011, Nicolato et al., 2013). Além 

disso foi ainda relatada uma diminuição no número de promielócitos nos cães assintomáticos, 

em relação aos sintomáticos (Trópia de Abreu et al., 2011). 

 Quanto às células da série granulocítica, cães infectados, apresentam maior frequência de 

precursores de neutrófilos, comparativamente a cães não infectados, sendo estas alterações mais 

marcadas em cães que apresentam sinais clínicos característicos de LVC. Já os precursores de 

eosinófilos apresentam o comportamento contrário, sendo mais escassos em cães infetados, 

comparativamente a cães normais. Cães infectados apresentam ainda uma população 

linfocitária medular, superior à de cães não infectados (Tropia de Abreu et al., 2011, Nicolato 

et al., 2013).  

  Além das alterações hematológicas e medulares, os animais infectados podem apresentar 

alterações bioquímicas importantes, tais como aumento sérico das enzimas hepáticas, como 

aminoalanina transferase (ALT) e aspartato transferase (AST), aumento de ureia e creatinina, 

hipoalbuminemia e hiperglobulinemia com diminuição da razão albumina/globulina (Reis et 

al., 2006a,b, Trópia de abreu et al., 2011, Freitas et al., 2012).  
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1.4  Imunopatologia das alterações hepatoesplênicas na leishmaniose visceral  

1.4.1  Imunopatologia no baço 

 O baço é o principal órgão linfoide secundário, sendo que, no contexto de infecção por L, 

infantum, este órgão sofre dramáticas alterações estruturais, mais frequentes em animais 

susceptíveis (Lima et al., 2014, Cavalcanti et al., 2015). As células macrofágicas esplênicas 

apresentam uma localização otimizada para a remoção de qualquer agente patogênico que 

trafegue por este órgão através da corrente sanguínea (Mebius & Kraal, 2005). Essas células 

são as mais parasitadas por amastigotas de L. infantum no compartimento esplênico, 

representando cerca de 90% de todas as células infectadas (Gorak et al., 1998). Ao contrário 

das células de Kupffer no fígado, os macrófagos esplênicos apresentam uma marcada 

capacidade inata para a eliminação de formas parasitárias de L. infantum, sendo estimado que 

cerca de 70% do inóculo inicial é eliminado pelos macrófagos da zona marginal no espaço 

temporal de 24h (Gorak et al., 1998). Assim, poucas horas após o inóculo já é possível verificar 

uma resposta inicial no compartimento esplênico, com o aparecimento de células dendríticas 

maduras nas folhas linfoides periarteriolares, capazes de produzir IL-12 e ativar os linfócitos T 

para o estabelecimento de uma resposta imune protetora (Engwerda et al., 1998; Gorak et al., 

1998). Curiosamente, estas células dendríticas não apresentam em seu interior parasitos viáveis, 

supondo-se que apenas foram expostas a antígenos parasitários, mas não infectadas por 

parasitos vivos. A forma como estes antígenos são adquiridos não é clara, no entanto, evidências 

demonstram que as células dendríticas são capazes de fagocitar detritos parasitários ou 

macrófagos contendo parasitos digeridos (de Trez et al., 2004).  

 Quanto aos linfócitos T, a ativação do subtipo CD4+ pode ser detectada logo no primeiro 

dia após a infecção, sendo que a quantidade de células T CD4+ parasito-específicas presentes 

no baço aumenta exponencialmente durante as primeiras semanas, contribuindo para o 

aparecimento de esplenomegalia (Polley et al., 2005). A ativação destas células se dá pela ação 

da citocina IL-12, que conduz à translocação de STAT-4 para o núcleo, resultando na indução 

do fator de transcrição T-bet e aumento da expressão do receptor de IL-12 (Zhu et al., 2010). 

Este fator de transcrição induz a produção de citocinas pro-inflamatórias como IFN-γ que, 

através de sinalização autócrina, ativa STAT-1 em células fagocitárias aumentando o potencial 

macrofágico para a produção de NO e ROS neste compartimento (Usui et al., 2006, Zhu et al., 

2010, Rodrigues et al., 2016).  

 Quanto à subpopulação de linfócitos T CD8+ na LV, existe pouco conhecimento na 

literatura sobre estas células em comparação aos linfócitos T CD4+. Sabe-se no entanto, que 
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linfócitos T CD8+, tal como os linfócitos T CD4+, sofrem uma grande expansão após a infecção, 

podendo apresentar um número 10 vezes superior após dois meses de infecção (Polley et al., 

2005, Rodrigues et al., 2016). Os linfócitos T CD8+, também são capazes de responder à IL-12 

e a outras citocinas pro-inflamatórias, aumentando a expressão do fator de transcrição T-bet e 

eomesodermina, além de serem capazes de promover a expressão de citocinas pro-

inflamatórias, como TNF-α e IFN-γ e a produção de moléculas citotóxicas como granzima b e 

perforinas (Takemoto et al., 2006, Kaech & Cul, 2012). A produção dessas citocinas por 

linfócitos T CD8+, com consequente ativação de macrófagos esplênicos, é apontado como o 

principal mecanismo desempenhado por estas células na destruição de formas amastigotas de 

L. infantum neste sítio (Tsagozis et al., 2005).  

 Em camundongos, após um período inicial de eliminação intensa de parasitos por 

macrófagos esplênicos, a carga parasitária se mantém estável durante as duas semanas 

seguintes, sugerindo um equilíbrio entre a replicação e a eliminação dos parasitos. Embora seja 

capaz de controlar a infecção, a resposta imune não consegue ser totalmente eficaz, visto que 

não é capaz de erradicar as formas parasitárias. Na verdade, após as duas semanas de 

estabilidade, a carga parasitária esplênica inicia uma trajetória ascendente ligeira, sinalizando 

o início da fase crônica (Engwerda et al., 2004). 

 O estabelecimento da fase crônica da LV depende de citocinas imunorreguladoras, dentro 

das quais a IL-10 se destaca. Camundongos knock out para o receptor de IL-10, ou nos quais a 

sua sinalização foi bloqueada, são altamente resistentes à infecção por L. donovani (Murray et 

al., 2002, 2003). Ensaios in vitro demonstraram que a neutralização de IL-10 aumenta a 

produção de IFN-γ em células esplênicas na LV humana e experimental (Murphy et al., 2001, 

Murray et al., 2003, Nylen & Sacks, 2007 Gautam et al., 2011). Apesar disso, a expressão dessa 

citocina por células imunomoduladoras é um fenômeno multifacetado que assegura um controle 

sobre uma resposta pró-inflamatória exagerada, capaz de causar danos teciduais graves (Saraiva 

& O’Garra, 2010).  

 Mais recentemente, foi demonstrado que infecções crônicas, no geral, se caracterizam por 

uma disfunção das células T, conhecida como exaustão, que está intimamente ligada a um 

aumento da expressão de receptores de inibição, tais como, PD-1, CTLA-4 e LAG-3 (Jin et al., 

2010, 2011).  

 Essa disfunção prejudica uma resposta imune bem-sucedida devido à perda de 

determinadas funções, tais como citotoxicidade, produção de IL-2 e proliferação celular numa 

fase mais inicial da doença, culminando em uma fase mais avançada, na inabilidade de 

produção de TNF-α, IFN-γ e desgranulação. No caso da LV, esta disfunção das células T resulta 
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num aumento da carga parasitária (Wherry, 2011, Esch et al., 2013, Schietinger & Greenberg, 

2014).  

 Em camundongos experimentalmente infectados com L. donovani, linfócitos T CD8+ 

esplênicos exibem sinais iniciais de exaustão na terceira semana pós-infecção e uma disfunção 

mais severa na quarta semana, com diminuição da produção de IFN-, TNF-α, IL-2 e granzima 

B e aumento da expressão de PD-1 (Joshi et al., 2009). Indícios de exaustão desses linfócitos 

também foram confirmados em pacientes com LV, que exibiram disfunção funcional com 

aumento na expressão de PD-1 e CTLA-4 (Esch et al., 2013).  

 Ao contrário do recente conhecimento sobre a exaustão em células T CD8+, o mesmo 

fenômeno em linfócitos T CD4+ é menos compreendido. É sabido que na LVC a exaustão de 

células T CD4+ é menos severa do que nas células CD8+ e aparece apenas em fases clínicas 

mais avançadas da doença (Esch et al., 2013). 

 Na infecção canina, tal como em modelo experimental murino, o baço é um dos principais 

órgãos afetados pela doença, sendo verificada a existência de uma elevada carga parasitária, 

tornando este órgão de fundamental importância no estabelecimento de uma resposta imune 

adaptativa durante a LVC (Reis et al., 2006a,c, 2014). 

 Está bem descrito na literatura que cães assintomáticos (CA) apresentam uma menor 

carga parasitária esplênica, assim como um maior percentual de linfócitos B, em comparação 

com cães sintomáticos (CS) (Reis et al., 2006a). Em cultura estimulada com antígeno de 

Leishmania, esplenócitos de CA, apresentam uma resposta linfoproliferativa mais eficiente e 

expressaram MHC-II de forma mais intensa do que CS (Reis et al., 2014).  

 Um estudo desenvolvido para investigar a resposta imune em esplenócitos de cães natural 

ou experimentalmente infectados por L. infantum, demonstrou um aumento dos níveis de IFN-

, T-bet, IP-10 e RANTES. Por outro lado, os níveis de IL-4 encontravam-se elevados na fase 

inicial da infecção experimental, enquanto os níveis de IL-5 foram maiores nas fases mais 

tardias da infecção (Strauss-Ayali et al., 2007). 

 Outros estudos têm demonstrado que a LVC é marcada por uma produção de citocinas 

associadas com a resistência e a susceptibilidade, com acúmulo predominante de IFN-γ e IL-

10, como consequência de um aumento da carga parasitária esplênica e da progressão da doença 

(Lage et al., 2007). Por outro lado, estes autores não observaram diferenças na expressão do 

RNAm de citocinas (TNF-α, IL-12, IL-4, IFN-γ e IL-10) em esplenócitos de cães naturalmente 

infectados por L. infantum, apresentando diferentes formas clínicas da doença. Além disso, é 

bem descrito na literatura uma elevada associação entre a carga parasitária esplênica e a 

gravidade das manifestações clínicas (Guerra et al., 2009; Reis et al., 2009).  
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 Em relação à histopatologia do baço durante a infecção por L. infantum no cão, é possível 

verificar a existência de infiltrado inflamatório na região capsular, que é mais intenso em 

animais sintomáticos em comparação com os animais assintomáticos. É possível ainda observar 

a existência de hipertrofia e hiperplasia na polpa vermelha em todos os grupos clínicos, 

caracterizada por um infiltrado inflamatório em que predominam células mononucleares, 

maioritariamente plasmócitos (Santana et al., 2008). 

Assim, considerando a ocorrência de extensas alterações morfológicas e uma grande 

atividade imunológica em resposta ao parasitismo intenso que afeta o compartimento esplênico, 

fica evidenciada a importância do baço no contexto da LVC (Reis et al., 2009). 

1.4.2  Imunopatologia no fígado 

 Em relação à reposta imune compartimentalizada no fígado, é sabido que, em modelo 

murino, a infecção apresenta-se como auto-limitante, sendo a sua resolução dependente do 

desenvolvimento de imunidade mediada por linfócitos T e formação de granulomas (Engwerda 

et al. 2004). As células de Kupffer (macrófagos hepáticos) são as células mais parasitadas após 

infecção de camundongos por L. infantum, apresentando uma limitada capacidade para destruir 

as formas parasitárias, sendo observado um aumento rápido da carga parasitária nas primeiras 

semanas da infecção (Wilson et al., 1996, Leclercq et al., 1996, Rodrigues et al., 2016).  

 A restrição do parasitismo hepático acontece paralelamente à formação de estruturas 

inflamatórias denominadas granulomas, constituídas por um núcleo central de células de 

Kupffer fundidas e parasitadas rodeado por camadas periféricas formadas por linfócitos e outras 

células imunes (Mcelrath, 1988, Tafuri et al., 2004). Estas estruturas permitem a concentração 

de células inflamatórias que produzem as citocinas necessárias para ativar de forma eficiente a 

atividade microbicida das células de Kupffer (Rodrigues et al., 2016). 

 Numa fase inicial da formação do granuloma hepático em modelo murino, verifica-se 

uma ativação precoce de células de Kupffer expostas ao ambiente inflamatório, mas não 

diretamente parasitadas, desempenhando um papel crucial na resposta imune inicial, através da 

secreção de citocinas e quimiocinas capazes de recrutar células, tais como monócitos, 

neutrófilos e células NKT (Cervia et al., 1993, Cotterell et al., 1999, Svensson et al., 2005 

Beattie et al., 2013). Aproximadamente uma semana após a infecção, linfócitos T são recrutados 

para o granuloma, tornando-se a população predominante (Mcelrath et al., 1988).  

 A ativação de linfócitos T no fígado é bastante limitada, sendo que a população que existe 

no compartimento hepático tende a ser primada previamente no baço, migrando em seguida 

para o fígado. Provavelmente, isto deve-se à baixa morte parasitária no fígado nas 24-48h de 
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infecção, o que limita a quantidade de antígeno disponível para a ativação dos linfócitos T 

(Cotterell et al., 1999, Engwerda & Kaye, 2000). Apesar disso, já foi também demonstrado que 

linfócitos T podem ser ativados no compartimento hepático contribuindo para a imunidade 

neste órgão (Bunn et al., 2014).  

 Várias citocinas desenvolvem um papel importante na formação do granuloma e na 

destruição dos parasitos no fígado. Entre elas, destaca-se a IL-12, produzida principalmente por 

células de Kupffer ativadas, que é capaz de induzir a produção de IFN-γ por células linfoides 

associadas ao granuloma, maximizando assim a morte parasitária (Stanley & Engwerda, 2007). 

A citocina considerada mais importante para a formação do granuloma e o controle da infecção 

no fígado é o TNF-α. Na ausência desta citocina não é observada a formação de granulomas, 

levando a um crescimento exponencial do parasitismo nas primeiras semanas, sendo que entre 

a 6ª e 8ª semana da infecção é desenvolvida uma atividade inflamatória intensa e descontrolada, 

levando à morte por necrose hepática fulminante (Murray et al., 2000). De um modo geral, em 

modelo murino, o granuloma hepático se torna totalmente maduro 2-4 semanas após a infecção 

e com 8 semanas, existe já um declínio muito acentuado da carga parasitária (Murray et al., 

1987, Stanley & Engwerda, 2007). 

 Em modelo canino foi ainda demonstrado que cães assintomáticos apresentam níveis mais 

elevados de TGF-β, IL-10, TNF-α, IFN-γ e iNOS no fígado, em comparação com cães 

sintomáticos (Corrêa et al., 2007, Maia & Campino, 2012). Foi observado ainda que cães 

naturalmente infectados por L. infantum e sintomáticos apresentam uma clara incapacidade na 

expressão de quimiocinas e seus receptores no compartimento hepático, comparativamente aos 

animais assintomáticos, resultando assim numa deficiente resposta imune contra a LVC 

(Nascimento et al., 2013). 

 A avaliação imunopatológica do compartimento hepático é extremamente importante 

para que se entenda o curso da infecção na LVC. Em relação à histopatologia, verifica-se a 

existência de um infiltrado inflamatório portal e capsular caracterizado por intensa participação 

de células de Kupffer, com a característica presença de granulomas intralobulares nos diferentes 

grupos clínicos. CS demonstram uma carga parasitária mais elevada e alterações inflamatórias 

estruturais mais intensas em comparação com cães assintomáticos, encontrando-se estes fatores 

intimamente relacionados. Além disso, também é observado que estas alterações histológicas 

estão associadas a alterações nos parâmetros bioquímicos relacionados com a função hepática, 

principalmente os níveis séricos de globulina (Giunchetti et al., 2008; Reis et al., 2009). 

 A existência de hepatite crônica granulomatosa já foi documentada em casos de LVC, 

tanto na infecção natural, como experimental. Esta alteração caracteriza-se pelo aparecimento 
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de um núcleo histiocítico envolvido por uma camada de linfócitos e células plasmáticas, 

representando o granuloma imaturo da fase inicial da infecção. Esta estrutura caracteriza-se 

pelo seu aspecto desarticulado, sem a presença de células gigantes multinucleadas, nem 

formações colágenas (Gutierrez et al., 1984, Gonzalez et al., 1988, Rallis et al., 2005). Na LVC 

experimental a formação de granulomas começa durante as primeiras quatro semanas da 

infecção, atinge um pico máximo em número e maturidade após 4 meses, período a partir do 

qual estas estruturas começam a se resolver (Gutierrez et al., 1984). CA apresentam um maior 

número de granulomas do que CS, sendo que o parasitismo decresce à medida que o tamanho 

médio dos granulomas aumenta (Melo et al., 2009).  

1.5  Leishmaniose visceral: mediadores microbicidas dos macrófagos  

 O macrófago não é apenas a célula alvo para a infecção por L. infantum, estando também 

na linha da frente na destruição das formas amastigotas do parasito (Haidaris & Bonventre, 

1981, Liew et al., 1990). São células dotadas de atividade microbicida à qual os parasitos 

ativamente tentam escapar. Um dos mediadores microbicidas à disposição destas células é a 

produção de óxido nítrico (NO), molécula extremamente instável que apresenta uma meia vida 

de 3 a 15 segundos, desempenhando um importante papel num grande número de funções 

biológicas, incluindo agregação plaquetária, neurotransmissão e citotoxicidade (Liew et al., 

1990, Fang, 1997, Wink et al., 2011). A produção de NO, como mecanismo efetor do macrófago 

é conhecida desde a década de oitenta (Hibbs et al., 1988) 

 A destruição das formas amastigotas ocorre fundamentalmente através de um aumento na 

expressão da enzima óxido nítrico sintase (iNOS) após ativação do macrófago por citocinas 

pró-inflamatórias, tais como IFN-γ e TNF-α. Esta enzima catalisa uma reação entre L-arginina 

e oxigênio molecular com o complexo enzimático NADPH oxidase e tetrahydrobiopterina 

como cofatores, culminando na produção de NO, que por sua vez é capaz de eliminar as formas 

amastigotas do parasito (Liew et al., 1990, 1991).   

  Estudos tem demonstrado que macrófagos peritoneais de camundongos knock out para 

iNOS produziram quantidades significativamente inferiores de NO após estimulação com LPS 

e IFN-γ em comparação com os camundongos heterozigóticos, manifestando ainda uma 

incapacidade de eliminação das formas intracelulares de L. major. Isto aconteceu apesar dos 

camundongos mutantes terem sido capazes de desenvolver uma resposta Th1 intensa, 

produzindo mais IFN-γ e menos IL-4 do que o outro grupo, comprovando assim a importância 

do NO para a eliminação dos parasitos (Wei et al., 1999). A forma amastigota de Leishmania 

major apresenta ainda a capacidade de suprimir a ativação macrofágica mediada por IFN-γ, 
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provocando um aumento na atividade das fosfatases macrofágicas (Forget et al., 2001). Além 

disso, é capaz de inibir a síntese de NO e indiretamente bloquear o desenvolvimento de células 

Th1, através da inibição da produção de IL-12 por macrófagos infectados (Olivier et al. 2005). 

Por outro lado, as formas promastigotas de L. infantum apresentam mecanismos únicos para se 

protegerem contra a destruição mediada por oxidantes, tais como uma camada glicolipídica de 

superfície denominada lipofosfoglicano, moléculas antioxidantes, como superóxido dismutase, 

perocidoxinas e tripanotiona (Paramchuk et al., 1997; Levick et al., 1998; Oza et al., 2005).  

 Foi demonstrado que macrófagos caninos da linhagem DH82 ativados produzem uma 

quantidade menor de NO em comparação aos macrófagos murinos, no entanto esta produção 

de NO está diretamente relacionada com aumento da capacidade leishmanicida (Pinelli et al., 

2000). Estudos utilizando macrófagos derivados de monócitos circulantes de cães, que 

passaram por quimioterapia bem sucedida, demonstraram que estas células apresentaram uma 

maior capacidade leishmanicida, correlacionada com aumento na expressão da enzima iNOS 

(Vouldoukis et al., 1996).  

 Em relação ao modelo canino, já foi demonstrado que o co-cultivo de macrófagos 

infectados com linfócitos autólogos, derivado de cães imunizados com antígeno solúvel de L. 

infantum (SLA), resultou na morte apoptótica das formas amastigotas intracelulares mediada 

por NO (Holzmuller et al., 2005). Adicionalmente, experimentos in vitro demonstraram que 

macrófagos de cães infectados com L. infantum e ativados com IFN- recombinante humano, 

apresentaram uma maior expressão de iNOS e foram capazes de controlar o parasitismo (Sisto 

et al., 2001). Também já foi demonstrado que uma maior expressão de iNOS em macrófagos 

está relacionada com menor carga parasitária na pele, linfonodo e fígado de cães naturalmente 

infectados com L. infantum (Zafra et al., 2008).  

 As espécies reativas de oxigênio (ROS) são um grupo de moléculas altamente reativas 

capazes de auxiliar na destruição de parasitos intracelulares (Thannickal & Fanburg, 2000; 

Wink et al., 2011). Três importantes oxidantes produzidos por macrófagos foram identificados 

como críticos no controle da infecção por Leishmania, tais como o íon superóxido (O2
-), o 

peróxido de hidrogénio (H202) e radicais hidroxila (OH) que são produzidos como parte do 

estresse oxidativo de macrófagos humanos e murinos em resposta à fagocitose (Channon et al., 

1984). Estas moléculas podem ser geradas na mitocôndria como produtos da cadeia respiratória 

e também participar em vários processos biológicos, tais como biossíntese hormonal, 

sinalização celular e destruição de patógenos intracelulares, induzidos por IFN-γ ou receptores 

do tipo Toll (Nüsse et al., 2011; Roma et al., 2016). Numa primeira fase ocorre uma resposta 

oxidativa estimulada pela fagocitose, sendo que numa segunda fase o macrófago quiescente 
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pode ser ativado para potencialmente matar o parasito intracelular (Channon et al., 1984).  

 Há poucos estudos em relação ao papel de ROS na infecção in vivo causada por 

Leishmania, visto que acredita-se que o NO é a principal molécula efetora responsável pela 

destruição das formas parasitárias (Green et al., 1990). Estudos in vitro demonstraram um papel 

irrelevante de ROS na destruição de parasitos infectados com L. major e L. guyanensis, 

enquanto que in vivo esta molécula foi capaz de controlar o parasitismo em camundongo após 

infecção com L. major (Assreuy et al., 1994; Blos et al., 2003; Sousa-Franco et al., 2006). Já 

na infecção in vivo de camundongos com L. donovani, a liberação de ROS foi apenas importante 

para o controle de curto prazo da infecção (Murray & Nathan, 1999). Parasitos do gênero 

Leishmania são capazes de inibir a produção de ROS em macrófagos caninos, sendo que o 

aumento de ROS é mais decorrente da inflamação do que da presença do parasito intracelular 

(Paltrinieri et al., 2010). 

Além destas duas moléculas que medeiam a atividade microbicida dos macrófagos 

contra patógenos intracelulares, temos ainda o peroxinitrito. Esta molécula, formada pela 

interação entre os radicais livres NO- e O2
- (Blough & Zafiriou, 1985), já demonstrou ser um 

agente citotóxico potente à disposição do macrófago na resposta a patógenos intracelulares 

(Linares et al., 2001, Alvarez et al., 2011, Bose et al., 2012). 

 Apesar da informação escassa na literatura sobre a real importância deste radical livre 

para a eliminação de formas amastigotas das várias espécies de Leishmania, sabe-se já que o 

peroxinitrito não se apresenta como fundamental para a destruição de amastigotas de L. major, 

no entanto, ele demonstrou ser de importância crítica na eliminação de amastigotas de L. 

amazonensis in vitro, sendo a sua ação mais eficiente que a do NO (Linares et al., 2001, Horta 

et al., 2012, Assreuy et al., 1994).  

Considerando a importância do cão como reservatório e modelo experimental, assim 

como as grandes alterações macro e microscópicas no baço e fígado decorrentes do intenso 

parasitismo observado nestes órgãos na LVC, é importante esclarecer de que forma células 

fundamentais na resposta a infecções por patógenos intracelulares, como os macrófagos e 

linfócitos T contribuem para o estabelecimento de uma resposta imune associada à resistência 

e susceptibilidade nestes órgãos. O desconhecimento existente sobre qual o papel de citocinas 

pró-inflamatórias e imunomoduladoras, assim como da produção de ROS e NO por macrófagos 

esplênicos e hepáticos, no nível de parasitismo observado nestes órgãos e na severidade clínica 

da doença, tornam premente o desenvolvimento de estudos que avaliem a resposta imune 

hepatoesplênica após infecção natural canina por L. infantum. Além disso, as parcas opções 

existentes para o tratamento e vacinação de cães infectados, evidenciam a importância do 
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desenvolvimento de novas drogas e vacinas para a prevenção e terapia da doença. Desta forma, 

é essencial o desenvolvimento de metodologias in vitro capazes de mimetizar de forma tão 

fidedigna e pouco invasiva quanto possível os efeitos destas intervenções em cães infectados 

por L. infantum, no contexto de ensaios clínicos.  
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2.1  Objetivo Geral 

Avaliar e correlacionar parâmetros parasitológicos e imunológicos no baço, fígado e em 

células derivadas de leucócitos circulantes, de forma a entender a sua importância para o 

estabelecimento de uma resposta imune associada a uma infecção assintomática ou sintomática, 

em cães naturalmente infectados por Leishmania infantum. 

2.2  Objetivos Específicos 

• Avaliar a presença de alterações hematológicas e bioquímicas, em cães naturalmente 

infectados por Leishmania infantum, assintomáticos ou sintomáticos; 

• Avaliar a carga parasitária, o grau de esplenomegalia, a produção de IFN- e IL-4 por 

linfócitos T CD4+ e CD8+, a expressão de citocinas associadas com a resistência e 

susceptibilidade, a expressão de iNOS e a produção de NO e ROS por macrófagos no 

baço e fígado de cães naturalmente infectados por Leishmania infantum, assintomáticos 

ou sintomáticos; 

• Avaliar a produção intracelular de IFN- e IL-4 em linfócitos T CD4+ e CD8+, a 

produção de NO e ROS por macrófagos e qual o impacto destes fatores na taxa de 

infecção, em contexto de co-cultivo envolvendo macrófagos infectados derivados de 

monócitos e linfócitos T autólogos de cães naturalmente infectados por Leishmania 

infantum; 

• Buscar possíveis correlações entre os parâmetros parasitológicos e imunológicos 

estudados, dentro dos compartimentos hepático e esplênico, assim como no contexto de 

co-cultivo celular de leucócitos circulantes, em cães naturalmente infectados por 

Leishmania infantum; 

• Buscar possíveis correlações entre as metodologias ex vivo e in vitro, envolvendo os 

parâmetros parasitológicos e imunológicos estudados, em cães naturalmente infectados 

por Leishmania infantum. 

.
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3.1  Delineamento experimental 

Nesse trabalho foram utilizados 19 cães naturalmente infectados por L. infantum 

provenientes de Governador Valadares (Minas Gerais, Brasil), área endêmica para LV e 7 cães 

não infectados provenientes de matrizes reprodutoras do Centro de Ciência Animal da 

Universidade Federal de Ouro Preto (CCA/UFOP). Esses animais foram divididos em três 

grupos: grupo CNI, composto por 7 cães não infectados, grupo CA, incluindo 10 cães 

assintomáticos e grupo CS, com 9 cães sintomáticos. Os cães dos grupos infectados (CA e CS) 

apresentaram resultados sorológicos positivos no teste rápido (DPP®) e imunoenzimático 

(ELISA®) ambos produzidos pela Biomanguinhos, Fiocruz/RJ, por outro lado todos os cães do 

grupo CNI apresentaram resultado sorológico negativo em ambos os testes. A infecção foi 

confirmada por isolamento de promastigotas de L. infantum em meio de cultura (NNN/LIT) do 

aspirado de medula óssea e posterior realização de PCR RFLP para confirmação da espécie. 

Para avaliação da carga parasitária esplênica e hepática destes animais, foi realizada uma 

avaliação por qPCR e a contagem de formas amastigotas, por LDU (Leishman donovan units).  

Nos três grupos experimentais foi realizado ainda um exame ultrassonográfico, para 

aferição da presença e grau de esplenomegalia. Todos os cães foram submetidos também a uma 

avaliação hematológica, incluindo eritrograma e leucograma, e por uma avaliação bioquímica, 

na qual foi realizada a aferição da função renal, hepática e do balanço de proteínas séricas.  

Posteriormente, foi realizada uma avaliação imunológica ex-vivo no compartimento 

esplênico e hepático, sendo avaliado o percentual de linfócitos totais (CD3+), linfócitos T CD4+ 

e linfócitos T CD8+, a produção intracelular de IFN- e IL-4 nestas células, a expressão de 

RNAm de citocinas (IL-12, IFN- IL-10 IL-4 e TGF-) e iNOS, assim como, a produção 

intracelular de NO e ROS em macrófagos do baço e fígado.  

Foi realizada ainda, uma avaliação imunológica in vitro, utilizando sistemas de co-

cultivo de linfócitos T CD4+ e/ou linfócitos T CD8+ com macrófagos derivados de monócitos 

circulantes infectados com L. infantum e posterior avaliação do índice de infecção dos 

macrófagos, da expressão intracelular de IFN- e IL-4 nas subpopulações de linfócitos T e da 

expressão de NO e ROS nestes macrófagos, nas diferentes formas clínicas.  

  Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os princípios éticos 

preconizados pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal), 

tendo sido aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da Universidade Federal de 

Ouro Preto (CETEA-UFOP), conforme o protocolo nº 2015/33 em 23/06/2016 (Anexo 1). O 

delineamento experimental deste trabalho encontra-se explicitado no Fluxograma 1. 
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Fluxograma 1: Delineamento experimental. 

3.2  Manejo dos animais  

Este trabalho contou com um convênio de cooperação técnico científica entre o 

Laboratório de Imunopatologia (NUPEB/UFOP) e a Secretaria Municipal de Saúde da 
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agentes do CCZ/GV para posterior eutanásia, seguindo a conduta proposta pelo MAPA 

(Portaria Interministerial - Ministérios da Saúde e Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento - Nº 1.426, de 11 de julho de 2008) o veterinário responsável pelo projeto, João 
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científica. É importante ressaltar que todos os animais infectados utilizados no estudo eram 

domésticos e foram doados por seus donos. Após esclarecimentos de todas as dúvidas referentes 
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proprietários (Anexo 2), esses animais receberam uma identificação numérica para controle 

interno do CCZ/GV, que foi a mesma adotada para esse animal até o final do experimento. 

Antes do transporte, os cães receberam anti-helmíntico oral de largo espectro (Helfine®, Agener 

União, Brasil) e imunização contra raiva (Rabisin®, Merial, Brasil), além de um tratamento 

específico empregando medicamentos anti-ectoparasitários a base de fipronil (Frontline Top 

Spot®, Merial, Brasil).  

De forma prévia à alocação dos cães no Canil de Experimentação em Testes de Drogas 

e Vacinas para Leishmaniose, no Centro de Ciência Animal, da Universidade Federal de Ouro 

Preto (CETDVL/CCA/UFOP), foi realizado um "vazio sanitário", que consistiu numa restrição 

à presença de qualquer animal nas baias por período mínimo de 30 dias, mais o tempo 

necessário para a realização dos procedimentos de desinfecção das instalações, realizada com 

solução de hipoclorito de sódio a 1%. Vinte e quatro horas antes da entrada dos animais no 

recinto, as paredes internas e externas das baias, incluindo as telas protetoras, foram borrifadas 

com inseticida de poder residual a base de deltametrina (K-Otrine CE25®, Bayer Cropscience 

Ltda, Brasil). O controle de insetos durante a permanência dos animais no canil foi realizado 

também pela aspersão trimestral com deltametrina (25 mg/m2) nas paredes, no teto e nas telas 

interna e externamente. 

O canil em causa possui baias coletivas com áreas cobertas e abertas, favorecendo a 

incidência de luz solar, ventilação adequada e cobertura com tela de aço inox em toda sua 

extensão, para impedir o possível contato entre os animais infectados e o hospedeiro 

invertebrado Lutzomia spp. Os animais foram então distribuídos, respeitando a lotação máxima 

por baia, de forma a atender as necessidades fisiológicas e comportamentais (micção e 

defecação, manutenção da temperatura corporal, movimentação e ajustes de postura), gênero, 

além da interação social co-específica e desenvolvimento de hierarquias entre eles.  

A limpeza das baias, além da alimentação dos animais, foi sempre realizada por técnicos 

do CCA/UFOP, paramentados com equipamentos de proteção individual (EPI’s) e devidamente 

treinados para tais tarefas. Diariamente, foram realizadas duas vistorias por integrantes do 

projeto, os quais realizavam atividades lúdicas com os cães, afim de diminuir o estresse dos 

mesmos. Sempre que necessário (devido a brigas, ferimentos e administração da medicação), a 

frequência de vistorias diárias foi maior. A dieta durante todo o período experimental foi 

baseada em ração comercial balanceada e água potável ad libitum. 

Posterior à chegada ao CCA/UFOP, cada animal foi fotografado e suas características 

fenotípicas, como tipo e coloração do pelo, marcas naturais e gênero, foram anotados 
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juntamente com a identificação (Anexo 3). Além disso, os cães foram submetidos à punção 

aspirativa de medula óssea para o isolamento e confirmação da infecção por L. infantum.  

 Findos estes procedimentos iniciais, os cães foram submetidos a um período de 

quarentena, sendo posteriormente realizadas as atividades descritas abaixo.  

3.3  Avaliação clínica  

 A avaliação clínica dos animais foi realizada antes de quaisquer procedimentos 

experimentais, através de um exame clínico executado pelo veterinário responsável pelo 

projeto. Os animais foram divididos, em cães assintomáticos (CA), sem a presença de sinais 

clínicos característicos de LV e cães sintomáticos (CS), com a presença de sinais clínicos 

característicos da doença, tais como, febre, linfadenopatia severa, anorexia, alopecia, lesões de 

pele e oculares, epistaxes, poliartrite e diarreia (Mancianti et al. 1988, de Carvalho et al. 2018). 

A discriminação dos sinais clínicos dos cães do grupo CS encontra-se no Anexo 4 (Quadro 10). 

3.4  Coleta de material biológico 

3.4.1 Obtenção de amostras de sangue periférico para hemograma, avaliações 

bioquímicas e co-cultivo celular  

 Amostras de sangue periférico foram coletadas em seringas descartáveis estéreis de 20 

mL (BD Plastipak®, Becton Dickison and Company, EUA), mediante punção da veia jugular 

ou radial. Em seguida, foram transferidos 5 mL de sangue para um tubo contendo EDTA (na 

proporção de 1mg/mL), para realização do hemograma completo, enquanto 10 mL foram 

transferidos para dois tubos sem anticoagulante, destinados à realização das dosagens 

bioquímicas. Os dois tubos sem anticoagulante foram imediatamente centrifugados a 450 x g 

por 10 minutos para obtenção das amostras de soro, que foram aliquotadas e encaminhadas para 

realização das provas bioquímicas. Foram ainda coletados 40mL de sangue, para a realização 

de co-cultivo celular, em seringas de 20mL previamente rinsadas com heparina (Heparin® 

5.000 UI/mL, Cristália, Brasil). 

 

3.4.2  Obtenção de amostras de baço e fígado  

 A coleta de amostras de baço e fígado foi realizada após a eutanásia, no momento da 

necropsia dos cães. A eutanásia dos cães infectados ocorreu 60 dias após o final da quarentena. 

Antes da eutanásia, foi realizada uma pré-anestesia com cloridrato de ketamina (10% via 
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endovenosa, 10mg/kg - Ketamina Agener®, Agener União, Brasil) e cloridrato de xilazina (2% 

via endovenosa, 1mg/kg - Calmium®, Agener União, Brasil), seguida de anestesia geral com 

Tiopental 2,5% (via endovenosa, 25mg/Kg - Thiopentax, Cristália, Brasil). Finalmente, após a 

confirmação da ausência de estímulos e resistência à dor, foi realizado o procedimento de 

eutanásia, utilizando cloreto de potássio 10%, por via endovenosa. Após a confirmação do 

óbito, os animais foram submetidos ao exame necroscópico, com avaliação macroscópica, 

seguida de retirada de fragmentos de baço e fígado recortados em tamanho aproximado de 1 

cm2, embalados em papel alumínio e rapidamente acondicionados em nitrogênio líquido para 

avaliação da carga parasitária (qPCR) e expressão de RNAm de citocinas. Foram ainda 

coletados fragmentos de cada um dos órgãos para a realização da caracterização fenotípica 

celular por citometria de fluxo, que, após a lavagem em PBS, foram armazenados em RPMI 

1640 (Sigma Co., EUA) até o início do protocolo experimental. 

3.5  Avaliação parasitológica 

3.5.1 Punções aspirativas de medula óssea e isolamento de formas promastigotas de 

Leishmania infantum em mielocultura 

 A punção de medula óssea na região do esterno foi realizada, utilizando agulha 18G 

(1,25mm x 38mm) acoplada em uma seringa de 20 mL (BD Plastipak®, Becton Dickison and 

Company, EUA). De cada animal foi coletado aproximadamente 0,25 mL do aspirado medular, 

posteriormente semeado em tubos contendo 3 mL do meio de cultura NNN (Novy, McNeal e 

Nicolle), enriquecido com meio LIT (Liver infusion tryptose) para tentativa de isolamento do 

parasito, a fim de confirmar a infecção por L. infantum. Esse procedimento foi realizado 

próximo ao bico de Bunsen para evitar contaminação, sendo utilizados três tubos previamente 

identificados para cada animal. Os tubos foram armazenados em estufa biológica refrigerada 

BOD (Fanem, Brasil), à temperatura de 23ºC ± 1ºC por 7 dias. Após este período, as culturas 

foram avaliadas por microscopia óptica a fim de se identificar a presença de formas 

promastigotas do parasito. Finda a análise das lâminas, foi retirado 1 mL de meio de cultura de 

cada tubo e repassado para um novo tubo contendo 3 mL de meio de cultura novo. Após mais 

7 dias foi realizada nova avaliação. Estas culturas foram expandidas em meio de cultura 

NNN/LIT e posteriormente foram criopreservadas. Além disso, massas secas de promastigotas 

foram obtidas de 10 mL das culturas de cada isolado e armazenadas em freezer -20 ºC, para 

posterior extração do DNA e realização da PCR RFLP, de forma a confirmar a especificidade 

da infecção por L. infantum. 
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3.5.2  Análise molecular para quantificação da carga parasitária no baço e fígado pela 

técnica de PCR em tempo real  

3.5.2.1  Extração de DNA da massa de promastigotas para curva padrão  

Para extração do DNA genômico dos parasitos, foi utilizado o método CTAB (Brometo 

de Cetiltrimetilamônio), seguindo o seguinte procedimento: 1x108 parasitos (L. infantum – cepa 

MOM/BR/2008/OP46) estocados em tubos de 1,5 ml (Eppendorf, Eppendorf AG, Alemanha) 

foram retirados do freezer -80ºC e, após o descongelamento, foram ressuspendidos em 500 L 

solução de lise (SDS 1%, 5mM EDTA, 400mM NaCl, 50mM Tris-HCl, pH 8,0) e incubados 

por uma hora em banho seco a 37ºC. Pela parede do tubo, foram adicionados 20 L de 

Proteinase K (20mg/mL - Sigma Co., EUA), seguido de homogeneização e incubação em banho 

seco a 55ºC overnight. Após esse período foram adicionados 100μL de NaCl 5M, seguido de 

incubação por 10 minutos à 65ºC, após a qual foram adicionados 50μL de solução CTAB 10% 

(v/v). As amostras foram mantidas por 20 minutos a 65ºC e posteriormente foram adicionados 

400μL de clorofórmio (Sigma Co., EUA) sob agitação em vortex, seguido de centrifugação a 

12000 x g em microcentrífuga (Eppendorf AG, Alemanha), por 10 minutos. A fase aquosa foi 

transferida para novo tubo, ao qual foram adicionados 400μL de isopropanol (Merck, Darmstad, 

Alemanha), sendo incubado por cerca de uma hora no freezer. Após precipitação do DNA 

centrifugou-se o tubo novamente por 10 minutos a 12000 x g descartando o sobrenadante. Em 

seguida, foi efetuada a lavagem do pellet com etanol 70% (Merck, Darmstad, Alemanha) 

gelado, homogeneização suave por inversão do tubo durante um minuto e centrifugação por 5 

minutos a 12000 x g com posterior descarte do sobrenadante. O precipitado remanescente foi 

homogeneizado em 100μL de água destilada autoclavada para hidratação do DNA. Após um 

período de aproximadamente 24 horas, 2 μL foram utilizados para estimar a concentração de 

DNA e o grau de pureza nas absorbâncias de 230/280 nm e 260/280 nm em 

nanoespectrofotômetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, EUA). O restante foi estocado em 

freezer a -20ºC até a sua utilização na construção da curva padrão. 

 

3.5.2.2  Construção da curva padrão para a PCR em tempo real 

 Após contagem de 1x108 parasitos utilizando câmara de Neubauer e subsequente 

extração de DNA da massa de promastigotas por CTAB, foi construída a curva padrão para 

posterior amplificação por qPCR. Após eluição do pellet de DNA extraído em 100 L de água 

destilada autoclavada, a concentração foi de 1x106 parasitos/L, assumindo-se que a extração 
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apresentou uma eficiência de aproximadamente 100%. A concentração e a pureza do DNA 

extraído foram mensuradas em nanoespectrofotômetro (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, 

EUA) nos comprimentos de onda de 260/280 e 260/230 nm. A partir daí, foram feitas diluições 

de forma seriada de 10x, com obtenção de sete pontos na curva de 1x106 a 1 parasitos. 

3.5.2.3  Extração de DNA de tecidos  

 Para extrações de DNA das amostras de baço e fígado foi utilizado o kit WizardTM 

Genomic DNA Purification Kit (Promega®, EUA) conforme manual do fabricante com algumas 

modificações. Em tubos de 1,5 mL (Eppendorf®, Eppendorf AG, Alemanha) contendo as 

amostras de interesse, foram adicionados 500 mL de solução de lise nuclear (SLN), seguida por 

incubação em gelo por 2 minutos. Posteriormente, foram adicionados pela parede dos tubos, 20 

µL de proteinase K (20mg/mL - Sigma Co.®, EUA) seguido de homogeneização e incubação 

overnight em banho seco a 55ºC. Após esse período, os tubos foram homogeneizados e 

adicionados 3 l de RNAse, seguida de outra incubação em banho seco, a 37ºC por 30 minutos. 

Posteriormente, 200 L de solução de precipitação proteica foi adicionado aos tubos, que foram 

então homogeneizados em vortex, incubados em gelo por 5 minutos e posteriormente 

centrifugados a 16000 x g (Microcentrífuga Eppendorf®, EUA) por 5 minutos. O sobrenadante 

foi transferido para novos tubos de 1,5 mL, aos quais foram adicionados 600µL de isopropanol 

(Merck®, Alemanha), com posterior homogeneização dos tubos por inversão (10 vezes) e 

centrifugação a 16000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionado ao pellet 

residual 200 µL de etanol 70% (Merck®, Alemanha), seguido de homogeneização por inversão 

dos tubos (10 vezes). Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 16000 x g por 1 minuto, 

o sobrenadante foi descartado e os tubos foram deixados abertos à temperatura ambiente para 

a evaporação do etanol. Depois de secos, foi realizada a ressuspensão do DNA remanescente 

com adição de 100 L de solução de hidratação. Após hidratação por 24 horas, 2 L da solução 

contendo o DNA extraído foram utilizados para estimar a concentração do mesmo e o grau de 

pureza nas absorbâncias de 230/280 nm e 260/280 nm em nanoespectrofotômetro (NanoDrop 

2000, Thermo Scientific, EUA). O restante foi estocado em freezer a -20ºC até a sua utilização.  

3.5.2.4  PCR em tempo real  

 As reações de qPCR foram realizadas em placas de 96 poços - MicroAmp®Optical 96 

- Well Reaction Plate with Barcode (Applied Biosystems by Life Technologies®, EUA), 

cobertas com adesivos ópticos - Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems by Life 

Technologies, EUA) e processadas em termociclador ABI Prism 7500 Sequence Detection 



Vieira, J. F. P.                                                                                                                                Material e Métodos 

 25 

System (Applied Biosystems®, EUA). Os controles positivos de cada placa foram as amostras 

diluídas de L. infantum utilizadas na curva padrão. Como controle negativo foi usado água livre 

de nucleases, ao invés de DNA. A reação de cada amostra foi realizada em duplicata, com as 

seguintes condições: uma desnaturação inicial a 95ºC por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 

95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto. Ao final das reações a temperatura da máquina foi 

elevada gradualmente até que todas as fitas duplas de material amplificado se dissociassem, 

para a verificação de possível contaminação dos DNA’s das amostras em estudo com DNA 

genômico ou dímeros dos iniciadores. As reações foram realizadas utilizando-se TaqMan® Gene 

Expression Master Mix (Applied Biosystems, EUA); DNA (10 ng/μL); iniciadores (1 μM) e 

água livre de nucleases em quantidade suficiente para um volume final de 10 μL por poço. Para 

a quantificação do número de moléculas de DNA de Leishmania nas amostras, inicialmente foi 

determinado para cada poço o número de ciclos em que a fluorescência cruzou uma linha limiar 

arbitrária, denominada threshold (Ct), calculada pelo programa 7500 Software v.2.0.1 for 7500 

and 7500 Fast RealTime PCR Systems (Applied Biosystems, EUA). A quantidade de cópias de 

DNA em cada amostra foi determinada a partir de uma regressão linear usando os valores do 

Ct das amostras utilizadas na curva padrão, gerada com quantidades conhecidas das diluições 

prévias das massas de promastigotas de L. infantum desta curva. O procedimento descrito acima 

foi também realizado para a amplificação do gene de GAPDH de cão, que é expresso de forma 

constitutiva e por este motivo foi utilizado para verificar a integridade dos DNA’s analisados. 

Para a amplificação do gene GAPDH, foram utilizados os iniciadores direto: 5’ 

TTCCACGGCACAGTCAAG 3’ e reverso: 5’ ACTCAGCACCAGCATCAC 3’, que 

amplificam um fragmento de 115pb (acesso no GenBank: AB038240). Para detecção e 

quantificação do parasito, foram utilizados primers que amplificam o gene de DNApol 

Leishmania spp. Foram utilizados os iniciadores direto: 5’ AGC GCC TCA CCA CGA TTG 3’ 

e reverso: 5’ AGC GGG CAC CGA AGA GA 3’, que amplificam um fragmento de 57pb (acesso 

no GenBank: AF009147). Após a amplificação e obtenção do número de cópias de DNA de 

GAPDH de cada amostra, o menor valor obtido de Ct foi selecionado e os demais valores foram 

divididos por esse número. Os resultados desta razão constituíram os fatores de correção 

individual, que posteriormente foram multiplicados pelo número de cópias de DNA de 

Leishmania obtido para a respectiva amostra, determinando assim a carga parasitária. Para a 

análise dos resultados foram consideradas as reações com eficiência entre 90-100% e curva 

padrão com valores satisfatórios de coeficiente de linearidade (r2 = 0,95-0,999). Os resultados 

foram expressos pelo número de amastigotas/mg de tecido (baço ou fígado). 
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3.5.3  Quantificação do parasitismo empregando a técnica de Leishman Donovan Units - 

LDU 

 Os esfregaços por aposição de baço e fígado foram confeccionados utilizando lâminas 

previamente limpas e desengorduradas, posteriormente fixadas em solução de álcool metílico e 

coradas por Panótico Rápido InstantProv (Newprov®, Brasil). Estes esfregaços foram 

analisados utilizando-se microscopia óptica em objetiva de imersão (aumento de 100x com óleo 

de imersão). Desta forma, foi avaliada a carga parasitária pelo índice LDU (Leishman Donovan 

Units), no qual foi quantificado o número de amastigotas de Leishmania por 1000 células 

nucleadas do esfregaço (STAUBER, 1955 e modificado por REIS et al. 2006c). 

3.6  Exame ultrassonográfico  

 Com o objetivo de avaliar a possível existência de esplenomegalia, foram realizados 

exames ultrassonográficos nos cães dos grupos CNI, CA e CS, através de aparelho de 

ultrassonografia (Medison Sonoace Pico Ultrasound MyColor 202). Para tal, os animais foram 

submetidos a um jejum alimentar de 12h, com disponibilidade apenas de água ad libitum. 

Previamente ao procedimento, foi realizada tricotomia do abdômen, desde o sétimo espaço 

intercostal até ao osso púbis e lateralmente até a região proximal dos processos transversos das 

vértebras. Seguidamente, os animais foram colocados em decúbito lateral direito, com variação 

em decúbito dorsal e a cabeça paralela ao aparelho de ultrassonografia com a região abdominal 

do lado direito do examinador. Para a realização dos exames, os animais foram sujeitos a leve 

contenção física. Uma camada de gel acústico, à base de água, foi usada para facilitar a 

visualização dos órgãos, atuando como meio de contato para transmissão do ultrassom e 

eliminando o ar entre o transdutor e a pele.  

 As imagens e dimensões esplênicas foram registradas no software de aquisição do 

ultrassom e em planilhas para posterior análise. 

 

3.7  Avaliação do quadro hematológico e bioquímico 

 A avaliação do perfil hematológico foi realizada através do aparelho Auto Hematology 

Analyzer (Mindray BC-2800 Vet, Hamburgo, Alemanha), com análise global de eritrócitos, 

hematócrito, hemoglobina, plaquetas e leucócitos. O leucograma foi determinado pelo aparelho 

hematológico em número de leucócitos x 103/mm3. A contagem diferencial de células foi 

realizada em esfregaços sanguíneos corados com Panótico Rápido e avaliada por microscopia 
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óptica em objetiva de imersão. Desta forma, foi estimado o número absoluto de neutrófilos, 

eosinófilos, linfócitos e monócitos, por meio da contagem de 100 leucócitos/lâmina.  

 As avaliações bioquímicas consistiram das seguintes análises: proteinograma, por 

dosagem de proteína total (g/dL); dosagem de albumina (g/dL); globulina (g/dL); razão 

albumina/globulina; prova de função renal por dosagem de ureia (mg/dL) e creatinina (mg/dL) 

e provas de função hepática, incluindo a dosagem das enzimas alanina amino transferase – ALT 

(U/L), aspartato amino transferase – AST (U/L), fosfatase alcalina – FA (U/L) e gama glutamil 

transferase – GGT (U/L). Para a avaliação desses parâmetros foi utilizado o Sistema 

Bioquímico Automático (CELM SBA-200, Brasil) e empregados Kits comerciais do Labtest 

(Labtest Diagnóstica S.A., Brasil), seguindo o método descrito pelo fabricante.  

3.8  Imunofenotipagem do compartimento hepático e esplênico por citometria de fluxo no 

contexto ex vivo  

3.8.1  Obtenção da suspenção celular do compartimento esplênico 

 Após a coleta das amostras de baço (item 3.4.2), foi iniciado o processamento das 

mesmas. Estas amostras foram cortadas em pequenos fragmentos, utilizando bisturi e 

maceradas juntamente com cerca de 1mL de RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (SFB). O produto da maceração foi transferido para novos tubos de 50 mL de 

polipropileno, centrifugado a 400 x g, 10 minutos a 4ºC, o sobrenadante foi descartado,  30 mL 

de PBS com EDTA (2mM) foram adicionados, sendo a suspensão celular resultante, filtrada 

em malha de 100 μm, agregada a uma unidade filtrante.  

 O filtrado foi novamente centrifugado a 400 x g, 10 minutos a 4ºC, ressuspendido em 

30mL de PBS com EDTA, seguido de nova filtração em malha de 40μm, agregada a uma 

unidade filtrante e posterior centrifugação a 400 x g, 10 minutos a 4ºC. Após descarte do 

sobrenadante e homogeneização do pellet, este foi ressuspendido em 10mL de cloreto de 

amônio, seguido de 5 minutos em agitação no vortex e outros 5 minutos de incubação a 

temperatura ambiente (TA). 

 Após o período de incubação, os tubos foram centrifugados a 400 x G, 10 minutos a 

4ºC, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 5mL de RPMI 1640 (10% SFB), 

seguido de contagem celular em câmara de Neubauer. O volume final foi ajustado com RPMI 

1640 (10% SFB) de forma a conter 1x107 células/mL. Posteriormente, 100 l de suspensão 

celular foram transferidos para tubos de poliestireno próprios para leitura em citometria de 

fluxo. 
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3.8.2  Obtenção da suspenção celular do compartimento hepático 

 Após a coleta das amostras de fígado (item 3.4.2), o processamento das mesmas foi 

realizado. Procedeu-se ao corte das amostras em pequenos fragmentos, utilizando bisturi e placa 

de petri estéril. Os cortes foram transferidos para o macerador juntamente com cerca de 1mL 

de RPMI 1640 (10% SFB). Em seguida, estes fragmentos foram macerados e o produto dessa 

maceração transferido para tubos de 50 mL de polipropileno. Este macerado foi centrifugado a 

400 x g, 10 minutos a 4ºC, o sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido em 30mL de 

PBS com EDTA, seguido de filtração utilizando uma malha de 100 μm, agregada a uma unidade 

filtrante.  

 A suspensão celular resultante da filtração foi novamente centrifugada a 400 x g, 10 

minutos a 4ºC, o sobrenadante foi descartado e a suspensão celular remanescente foi incubada 

na presença de uma solução de RPMI-1640 (10% SFB) e colagenase de Clostridium 

histolyticum (2.5mg/mL) (Sigma-Aldrich Co. LLC) durante 30 minutos em agitação a 37ºC. 

Após a incubação, possíveis grumos foram desfeitos por homogeneização com ajuda de uma 

seringa de 1mL. A seguir, os procedimentos foram conduzidos de forma semelhante ao 

experimento em baço (item 3.8.1). 

3.8.3  Imunofenotipagem para caracterização do perfil de linfócitos T no compartimento 

esplênico e hepático 

 Todos os anticorpos utilizados nesse estudo, assim como o seu clone e diluição 

encontram-se descritos no Quadro 4 (ver página 45).  

Nos tubos referentes a avaliação do perfil linfocitário do compartimento hepático e 

esplênico foram acrescentados, ao abrigo da luz, 10L dos anticorpos monoclonais anti-

moléculas de superfície anti-CD3 FITC, anti-CD4 PE e anti-CD8 AF647 previamente diluídos. 

 Os tubos foram homogeneizados e incubados por 30 minutos a TA e ao abrigo da luz, 

sendo posteriormente centrifugados a 400 x g, por 10 minutos a 25oC. Em seguida foi 

adicionado 1 mL de solução de fixação contendo formaldeído (Facs lysing solution - Becton 

Dickison and Company, EUA), sob agitação em vortex, sendo os tubos incubados por 10 

minutos a TA. Após a incubação, foram adicionados aos tubos 2 mL de PBS. Os tubos foram 

centrifugados a 400 x g, por 10 minutos a 25ºC, o sobrenadante foi descartado e o conteúdo 

restante ressuspendido em 200 L de PBS, para posterior leitura em citômetro de fluxo 

FACSCalibur.  
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3.8.4  Imunofenotipagem para caracterização do perfil de linfócitos produtores IL-4 e 

IFN- no compartimento esplênico e hepático 

Nos tubos destinados à avaliação do perfil de linfócitos produtores de citocinas no 

compartimento hepático e esplênico, foram adicionados 20 μL de brefeldina A (10 μg/mL), 

com posterior incubação por mais 4 horas à 37°C em estufa incubadora com 5% de CO2. Ao 

término da incubação, as culturas foram tratadas com EDTA (Sigma Co., EUA), concentração 

final de 2 mM, e incubadas por 10 minutos à temperatura ambiente. Posteriormente, as células 

foram lavadas com 2 mL de PBS-W e centrifugadas por 10 minutos a 400 x g, a 18ºC. Em 

seguida, foram acrescentados, ao abrigo da luz, 10L dos anticorpos monoclonais anti-

moléculas de superfície anti-CD4 APC e anti-CD8 AF647, previamente diluídos. Os tubos 

foram homogeneizados e incubados por 30 minutos a TA e ao abrigo da luz, sendo 

posteriormente centrifugados a 400 x g, por 10 minutos a 4ºC. Em seguida foi adicionado aos 

tubos, 1 mL de solução fixadora (Facs lysing solution - Becton Dickison and Company, EUA) 

sob agitação em vórtex. A seguir, os tubos foram incubados por 10 minutos à TA e 

centrifugados a 400 x g, por 10 minutos a 4ºC, com o sobrenadante desprezado e o pellet 

homogeneizado em vortex até a ressuspensão total das células. Seguidamente, foram 

adicionados à suspenção, 2 mL de PBS acrescido de saponina (PBS-P) para a permeabilização 

das células seguindo-se incubação por 10 minutos a TA. Posteriormente, os tubos foram 

centrifugados a 400 x g, por 10 minutos, o sobrenadante foi desprezado, os tubos 

homogeneizados até a ressuspensão total das células e o pellet ressuspendido em 200 µL de 

PBS. De forma consecutiva, aos tubos anteriormente marcados com anticorpos anti-CD4 e anti-

CD8 foram adicionados 10L de anticorpos anti-citocinas: anti-IFN-γ PE e anti-IL-4 PE, 

previamente diluídos, seguido de homogeneização e incubação por 30 minutos. Seguidamente, 

foram adicionados 2 mL de PBS em cada um dos tubos e estes foram centrifugados a 400 x g, 

por 10 minutos a 4ºC. Finalmente, o sobrenadante foi descartado, homogeneizado em vortex e 

adicionados 200 l de PBS para posterior leitura em citômetro de fluxo FACSCalibur. 

  

3.8.5  Imunofenotipagem para caracterização do perfil de macrófagos produtores de NO 

e ROS no compartimento esplênico e hepático 

 Para realizar a identificação intracelular da produção de NO e ROS, foram utilizados 

dois reagentes com capacidade de atravessar a membrana celular, reagir com estes radicais de 
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oxigênio e nitrogênio, formando moléculas fluorescentes passíveis de serem identificadas por 

citometria de fluxo. 

 O reagente 4’,5’-Diaminofluoresceína diacetato penetra na célula por difusão, é 

hidrolisado por esterases intracelulares, produzindo assim a forma DAF2, que é incapaz de sair 

da célula por difusão. Esta molécula reage com o NO, formando uma triazolofluoresceína 

(DAF-2T). Este produto fluorescente pode ser detectado por citometria de fluxo utilizando um 

filtro de excitação de 492nm e um filtro de emissão de 515nm (Figura 1A). 

 De forma semelhante, o reagente 2’7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) é um 

corante não fluorescente, capaz de entrar na célula por difusão, sendo hidrolisado pela ação de 

esterases intracelulares formando a molécula DCFH, incapaz de sair da célula por difusão. A 

oxidação do DCFH por ROS intracelulares, provoca a transformação da molécula em 2’7’-

diclorofluoresceina (DCF), que pode ser detectada por citometria de fluxo, no mesmo espetro 

de excitação e emissão que o DAF2-DA (Figura 1B). 

Para a avaliação da produção de NO em macrófagos, foram adicionados 10l de DAF2-

DA (Sigma-Aldrich Co. LLC®) previamente diluído para 10μM e colocados na estufa de CO2 

a 37ºC em incubação por 3 horas. 

Nos tubos destinados à avaliação da produção de ROS em macrófagos, foram 

adicionados 10 l de DCFH (Sigma-Aldrich Co. LLC®), previamente diluído para 0,1 mM, 

com posterior incubação por 30 minutos em estufa de CO2 a 37ºC. 

 Após incubação com ambos os reagentes, as células foram ressuspendidas em 2mL de 

PBS e os tubos centrifugados a 400 x g, 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e as 

células incubadas por 30 minutos com 10l de anticorpo anti-CD11bPE, previamente diluído. 

Seguidamente, as células foram ressuspendidas em 2mL de PBS e os tubos centrifugados a 400 

x g, 10 minutos a 4ºC. Novamente, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas 

em 200l de PBS, para posterior leitura no citômetro de fluxo FACSCalibur. 
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Figura 1: Representação do modo de ação dos reagentes 4’,5’-Diaminofluoresceina diacetato (DAF-2 DA) e 2’7’-
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA). (A) O reagente 4’,5’-Diaminofluoresceina diacetato penetra na célula 
por difusão, é hidrolisado por esterases intracelulares, se transformando em DAF2, molécula incapaz de sair da 
célula por difusão. Esta molécula reage com o NO, formando uma triazolofluoresceína fluorescente (DAF-2T), 
detectável por citometria de fluxo. (B) O reagente 2’7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) entra na célula 
por difusão, sendo hidrolisado pela ação de esterases intracelulares formando a molécula DCFH, incapaz de sair 
da célula por difusão. A oxidação do DCFH por ROS intracelulares, transforma a molécula em 2’7’-
diclorofluoresceina (DCF), que pode ser detectada por citometria de fluxo. 

 

3.9  Avaliação por qPCR da expressão de RNAm de iNOS e citocinas no baço e fígado de 

cães naturalmente infectados por Leishmania infantum 

3.9.1  Extração e purificação do RNA total das amostras de baço e fígado 

Na etapa de extração do RNA total, foram utilizadas amostras de tecidos com 50mg. 

Aos tubos contendo os fragmentos de baço e fígado foram adicionados 1mL de TRIzol® 

Reagent (Invitrogen São Paulo, SP, Brasil), tendo as amostras sido maceradas utilizando um 

homogeneizador de tecidos. Todos os instrumentos utilizados no processo de maceração foram 

lavados com água tratada com Dietilpirocarbonato (DEPC) e posteriormente limpos com gaze 

embebida com um removedor de nucleases RNAseAway (Invitrogen, São Paulo). 

Posteriormente, o homogeneizado de cada amostra foi transferido para um tubo “eppendorf” de 

1,5mL e mantido no gelo até que todas fossem maceradas. Seguidamente, as amostras foram 

retiradas do gelo e incubadas à temperatura de 21-23ºC para permitir a completa dissociação 

dos complexos de nucleoproteínas. Foram então adicionados 0,2mL de clorofórmio (Sigma, St. 

Louis, MO, USA) para cada 1mL de TRIzol®
 aos tubos contendo o homogeneizado. Em 
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seguida, os tubos foram fechados e agitados vigorosamente por 15 segundos e incubados por 

cinco minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 

minutos a 12000 x g em centrífuga (Eppendorf® centrifuge 5810 R, NY, USA). A fase aquosa 

foi transferida para um novo tubo de 1,5mL, seguido da adição de volume equivalente de etanol 

95% (v/v) (preparado com água tratada com DEPC) e homogeneização suave invertendo o tubo 

por três vezes para precipitação do RNA total. Para purificação do RNA total contido na 

amostra, utilizou-se o kit de extração de RNA total (SV total RNA Isolation System - Promega, 

Madison, WI, USA) com algumas adaptações descritas a seguir. 

 O RNA obtido como descrito acima, foi transferido para um “spin basket” acoplado a 

um tubo coletor de 2mL e centrifugado a 12000 x g por dois minutos em centrífuga. O líquido 

residual no tubo coletor foi descartado após as centrifugações. Foram então adicionados 600μL 

de solução de lavagem (SV RNA Wash Solution), seguido de centrifugação a 12000 x g por 2 

minutos. As amostras de RNA foram tratadas com DNase para assegurar a ausência de 

contaminação por DNA genômico. Desta forma, foi preparado um mix contendo 40μL de 

“yellow core buffer”, 5,0μL MnCl2 0,09M e 5μL de DNAse que foi aplicado sobre a membrana 

do spin e incubado por 25 minutos a temperatura de 21-25ºC. Posteriormente, foram 

adicionados 200μL de “SV DNAse Stop Solution” para inibição da atividade enzimática da 

DNAse. A seguir, foi feita a centrifugação a 12000 x g por 2 minutos e o líquido contido no 

tubo coletor foi descartado. Foram adicionados 600μL de solução de lavagem (SV RNA Wash 

Solution) seguido de centrifugação a 12000 x g por dois minutos. Seguidamente, foram 

adicionados aos tubos 250μL de solução de lavagem (SV RNA Wash Solution), seguido de 

centrifugação a 14000 x g por 3 minutos. Posteriormente, o spin foi transferido para um tubo 

de eluição, 100μL de água livre de nucleases foram adicionados, seguido de centrifugação a 

12000 x g por 2 minutos. As amostras foram armazenadas em - 80ºC até o momento do uso. 

3.9.2  Quantificação e avaliação do grau de pureza do RNA total extraído 

Para a quantificação e avaliação do grau de pureza do RNA extraído as amostras 

foram dosadas utilizando o equipamento Nanovue (GE Healthcare Bio Sciences AB Sweden). 

Foram utilizados 2μL de RNA total e o grau de pureza em relação à presença de proteínas foi 

avaliado utilizando a relação dos valores de absorbância obtidos A260/280nm. O grau de 

contaminação por outros compostos (como sais, polissacarídeos e compostos orgânicos como 

fenol) foi avaliado pela absorbância A260/230nm. As amostras que apresentaram absorbância 

A260/280nm maior ou igual a 2 foram consideradas com um grau de pureza satisfatório. 
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3.9.3  Integridade do RNA extraído 

A separação eletroforética das amostras de RNA total foi realizada em gel de agarose 

em condições desnaturantes e específicas para RNA. Sendo assim, 0,6g de agarose foram 

dissolvidas em 40mL de água tratada com DEPC. A mistura foi aquecida com auxílio de um 

micro-ondas convencional. Após a agarose atingir uma temperatura de 45ºC, foi adicionada 

uma segunda solução composta por 12,8mL de água tratada com DEPC, 6mL de tampão MOPS 

10X e 1,2mL de formaldeído (Sigma, St. Louis, MO, USA). Após homogeneização, a solução 

foi vertida sobre o aparato de eletroforese com pente apropriado e aguardado a completa 

solidificação. Paralelamente, foi preparado o tampão de amostra contendo 93,75μL de 

formamida (Sigma, St. Louis, MO, USA), 13,75μL de formaldeído, 18,75μL de MOPS 10X, 

21μL de água (tratada com DEPC), 0,25μL de azul de bromofenol (100mg/mL) e 0,25μL de 

brometo de etídio (Sigma, St. Louis, MO, USA). Foi utilizado 5μg das amostras de RNA para 

10μL de tampão de amostra e incubado por cinco minutos a 65ºC (desnaturação doRNA) 

seguido de banho de gelo por 3 minutos. Posteriormente, as amostras foram aplicadas ao gel e 

corridas a 90V em tampão MOPS 1X. As amostras consideradas adequadas para avaliação dos 

níveis de transcritos de mRNA foram as que apresentavam bandas íntegras referentes as 

subunidades do RNA ribossomal. 

3.9.4  Transcrição reversa (síntese da 1ª fita de DNA complementar- cDNA) 

A primeira fita de cDNA foi sintetizada utilizando o kit “High Capacity cDNA Reverse 

Transcription kit” (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) de acordo com as 

recomendações do fabricante. Para isso, adicionou-se em um tubo 1μg de RNA total presente 

em um volume final máximo de 10μL. Posteriormente, foram adicionados 10μL do mix de 

transcrição reversa (RT Buffer 10X, dNTP Mix (100mM) 25X, RT Random primers 10X, 

enzima Multiscribe, Rnase inhibitor e água livre de nucleases) em cada tubo de 0,2mL contendo 

o RNA. Além disso, foi adicionado um controle negativo contendo todos os reagentes, exceto 

a amostra, com o objetivo de se verificar possíveis contaminações dos reagentes. 

Subsequentemente, os tubos contendo as amostras foram colocados no termociclador (Veriti™ 

Termal Cycler PE Applied Biosystems) nas seguintes condições: 1 ciclo de 10 minutos a 25ºC,  

1 ciclo de 120 minutos a 37ºC, 1 ciclo de 15 segundos a 85ºC e 1 ciclo de 5 minutos a 4ºC, 

consecutivamente. Após o término, os tubos foram retirados do termociclador e armazenados a 

temperatura de -20ºC até o momento da amplificação por PCR em tempo real. 
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3.9.5  Avaliação da curva de eficiência dos primers 

Para avaliar a eficiência da reação de PCR com os diversos iniciadores utilizados neste 

estudo, foram construídas curvas padrão, utilizando diluições seriadas em uma amostra de baço 

e fígado. O ensaio foi realizado em duplicata e a concentração dos iniciadores foi de 

2,5pmol/L. Os iniciadores específicos para todos os alvos analisados apresentaram eficiência 

entre 95 a 100%. 

3.9.6  Expressão de citocinas por qRT-PCR 

O ensaio para avaliar a expressão gênica das citocinas (IFN-, TGF-, IL-10, IL-12 e 

IL-4) e da enzima iNOS nas amostras de baço e fígado foi realizado utilizando os iniciadores 

(Quadro 1) na concentração de 2,5pmol, SYBR™ Green (Applied Biosystems, EUA) e cDNA 

diluído 5x em água livre de nucleases, perfazendo um volume final de 10μL de reação. O ensaio 

foi realizado em duplicata para todos os genes, com o gene normalizador presente na mesma 

placa que os genes avaliados. Os resultados foram expressos pelo método CT comparativo  

(2-Ct), que consiste em uma quantificação relativa que utiliza fórmulas aritméticas para 

determinar as diferenças na expressão de um alvo de uma amostra, comparando com a sua 

expressão em uma amostra controle. Sendo assim, foi realizada uma normalização de expressão 

deste alvo para cada amplificação, ou seja, sua expressão foi subtraída pela expressão de um 

gene constitutivo, que é expresso de maneira semelhante em diferentes tecidos e em diferentes 

condições. Assim, para cada amostra alvo foram amplificados os genes das citocinas (IFN-, 

TGF-, IL-10, IL-12 e IL-4), da enzima iNOS e o gene constitutivo (GAPDH), de forma a se 

obter os valores dos Threshold Cycles (Ct) correspondentes para realização dos cálculos e 

obtenção dos resultados. De forma a realizar uma análise com base nos valores do Ct é 

necessário que as eficiências entre alvos (citocinas) e o gene endógeno sejam semelhantes. 

Assim, os cálculos para a determinação do Ct foram realizados a partir do cálculo das 

diferenças na expressão gênica baseando-se apenas nas eficiências das amplificações e 

diferenças de Cts do alvo na amostra e no controle.  
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Quadro 1 – Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores senso (forward: F), antisenso 
(reverse: R) utilizados nas qPCRs 
 

Gene Alvo 
Oligos e 

Sondas 
Sequência (5’ − 3’) Função 

GAPDH 
Fw 

Rv 

TTCCACGGCACAGTCAAG 

ACTCAGCACCAGCATCAC 
Constitutivo 

IL-12 
Fw 

Rv 

CAGCAGAGAGGGTCAGAGTGG 

ACGACCTCGATGGGTAGGC 
Citocina 

IFN- 
Fw 

Rv 

TCAACCCCTTCTCGCCACT 

GCTGCCTACTTGGTCCCTGA 
Citocina 

IL-10 
Fw 

Rv 

AGAACCACGACCCAGACATC 

CCACCGCCTTGCTCTTATTC 
Citocina 

IL-4 
Fw 

Rv 

CACCTCCCAACTGATTCCAA 

CTCGCTGTGAGGATGTTCAA 
Citocina 

TGF- 
Fw 

Rv 

AGGATCTGGGCTGGAAGTG 

CGGGTTGTGCTGGTTGTA 
Citocina 

iNOS 
Fw 

Rv 

GCCCTGTGCCTCGGATAATC 

CCACGGAAGAAGTTAAAGTTG 
Enzima 

 

 

 

 

 

3.10  Transfecção das promastigotas de L. infantum com o gene repórter GFP para o co-

cultivo 

3.10.1  Plasmídeo pIR1-SAT 

O plasmídeo contendo o gene da proteína GFP (pIR1-SAT) foi gentilmente cedido pela 

Dra. Mary Wilson e transfectado seguindo o protocolo do Dr. Stephen M. Beverley, da 

Washington University, St. Louis (USA). Para a estratégia de seleção foi utilizado o gene NAT, 

que codifica a acetil transferase em pIR1-SAT e confere melhor resistência a nourseotricina em 

diversas espécies de Leishmania. Existem dois locais de expressão em pIR1-SAT, localizados 

nos sítios SmaI e Bg/II. Ambas são flanqueadas por regiões intergênicas de Leishmania 

fornecendo informação para trans-splicing e poliadenilação e ambos os locais produzem altos 

níveis de expressão. Foi selecionado o sítio de inserção usando SmaI que confere maior 

expressão em formas amastigotas. Durante o procedimento, o plasmídeo foi digerido com SwaI 
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para obter, de forma linear, o fragmento a ser incluído no genoma do parasito. A transfecção 

em Leishmania infantum e a seleção para expressão SAT produz parasitos onde a construção 

substitui uma cópia do gene SSU (small subunit RNA gene in rDNA locus– subunidade 

pequena do gene no locus do DNA ribossomal) e adquire o promotor RNA pol ribosomal, 

conduzindo à transcrição em níveis elevados. Para a construção plasmídica pIR1-SAT foi 

utilizada a concentração de 235 ng/mL de forma a fornecer plasmídeo suficiente para a 

realização de duas transfecções. O plasmídeo foi então incubado overnight, a temperatura de 

25°C. Posteriormente, 200 ng (1 uL) de plasmídeo digerido e 200 ng (x uL) de plasmídeo não 

digeridos foram colocados em gel de agarose a 0,7% com brometo de etídio. Após análise para 

verificação se a digestão estava completa, o plasmídeo digerido com SwaI foi armazenado a 

4°C até estar pronto para a transfecção. 

Para a transfecção, foram cultivadas promastigotas de L. infantum da cepa OP46, em 

volume de 10 ml de cultura, na concentração de 106 células/mL incubadas na temperatura de 

26°C. As formas promastigotas foram transfectadas 5 dias após a incubação quando a cultura 

atingiu a fase logarítmica de 8 x 106 células/mL. 

3.10.2  Eletroporação de Leishmania infantum 

Após as promastigotas atingirem a fase logarítmica na concentração ideal de 8 x 106 

células/mL, as mesmas foram centrifugadas a 500 G, 24°C durante 5 minutos. Em seguida, o 

sobrenadante foi retirado e 15 mL de Cytomix® foram adicionados, seguido de nova 

centrifugação a 500 g, 24°C durante 5 minutos. O sedimento foi ressuspendido novamente em 

Cytomix® para atingir uma concentração de 1x108 de células/ml. Foram utilizadas 3 cubetas de 

eletroporação (com abertura de 0,4cm) para realização do procedimento. Em uma cubeta foram 

adicionados 50 uL de Cytomix® e em outras duas 50 uL do plasmídeo digerido com 20 ug de 

SwaI. Em cada cubeta foram adicionados 500 uL (na concentração de 1x108 de células/ml) de 

solução contendo L. infantum com Cytomix® e agitadas suavemente para homogeneização. Os 

parasitos foram então eletroporados a 1500 V por duas vezes, com intervalos de 10 segundos 

entre cada eletroporação. Após 24 horas, cada amostra foi colocada em 10 mL de meio M199 

(Sigma-Aldrich®) contendo 100 μg/mL de antibiótico Nourseothricin (NTC, Nurseotricin, 

Nourseotricin, clonNAT, da USBiological) e incubada overnight, em temperatura de 26°C. As 

culturas foram mantidas em pressão em meio líquido por 15 dias, monitorando o controle sem 

DNA (Mock), até que o mesmo demonstrou perda de viabilidade celular (analisado por 

microscopia ótica). 

Seguidamente, 1,8 mL das amostras foram retirados e transferidos para microtubos com 
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capacidade de 2 mL. As amostras foram centrifugadas a 500G, 24°C durante 2 minutos e o 

sobrenadante descartado. Desta forma, o sedimento de promastigotas foi ressuspendido em 

meio LIT para expansão e foi realizada a análise da fluorescência dos parasitos por citometria 

de fluxo. 

3.10.3  Avaliação da fluorescência por citometria de fluxo 

Para confirmação da fluorescência GFP nas promastigotas, foi feita a análise em 

Citômetro de Fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Diego, EUA). Com o intuito de 

comparar a fluorescência das promastigotas normais com as transfectadas com o gene repórter 

para GFP, um volume de 100 μL das culturas de promastigotas de L. infantum OP46 e 

OP46GFP foi transferido para os respectivos tubos de poliestireno (Becton Dickinson, Franklin 

Lakes, USA) de 12x75mm, 2mL de PBS foram adicionados para lavagem, seguido de 

centrifugação a 500 g, 10 minutos, 24ºC. Seguidamente, o sobrenadante foi descartado e as 

promastigotas foram ressuspendidas em 200 L de formalina para leitura e análise no citômetro 

de fluxo.  

Os parâmetros de tamanho e granulosidade na citometria de fluxo foram utilizados para 

avaliação biológica da transfecção e verificação de alterações de sua morfologia. Na figura 2 

encontra-se a comparação entre a emissão de fluorescência da cepa normal e da cepa GFP pela 

quantificação da intensidade média de fluorescência (IMF) emitida no citômetro de fluxo, com 

intuito de confirmar o sucesso da transfecção dos parasitos (Salomão, 2016). O número de 

eventos da aquisição de promastigotas no citômetro FACSCalibur foi de 100.000, e os dados 

gerados foram analisados pelo software FlowJo. 
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Figura 2: Avaliação da morfologia e fluorescência de promastigotas de Leishmania infantum OP46 e OP46GFP 
por citometria de fluxo. Na parte superior e inferior à esquerda da figura, estão representados os gráficos de 
tamanho (FSC) x granulosidade (SSC), respectivamente, eixo x e y, para avaliação da morfologia das 
promastigotas. No centro da figura estão representados os gráficos de histograma para a fluorescência FL-1 (GFP), 
das respectivas populações de promastigotas no “gate” R1 nos gráficos FSC x SSC, onde avaliamos a intensidade 
média de fluorescência (MFI) das populações de promastigotas normais OP46 (MFI: 11,4) e transfectadas com 
gene repórter OP46GFP (MFI: 1021). Na direita da figura está representado o gráfico de histograma para FL-1 das 
duas populações simultaneamente, demonstrando a diferença de MFI e do deslocamento no eixo x (FL-1) entre as 
duas populações OP46 (cor vermelha) e a OP46 GFP (cor azul). 
 

3.11  Co-cultivo: linfócitos T (CD4 e/ou CD8), macrófagos e promastigotas GFP de L. 

infantum  

3.11.1  Obtenção de células mononucleares do sangue periférico 

 Inicialmente, as seringas heparinizadas contendo sangue destinado aos ensaios de 

cultivo celular, foram descontaminadas com álcool 70% (Veco®, Brasil) para início do 

processamento do material. Logo em seguida, os 40 mL de sangue coletados foram aplicados 

lentamente sobre um gradiente de Ficoll-Hypaque constituído por 15mL de Ficoll-hypaque 

1.119 e 15 mL de Ficoll-hypaque 1.077 (Histopaque® - Sigma Co., EUA) em dois tubos de 50 

mL de polipropileno (Falcon®, Becton Dickison and Company, EUA), os quais foram 

centrifugados a 450 x g por 70 minutos a 4oC. Após este procedimento, o anel celular contendo 

as células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foi recolhido com auxílio de pipeta 

Pasteur autoclavada e transferido para outro tubo de 50 mL de polipropileno. À suspensão de 
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CMSP foi adicionado 30mL de PBS + EDTA (2mM), seguido de centrifugação a 400 x g por 

10 minutos a 4ºC. Este processo foi repetido, sendo realizada finalmente uma última lavagem   

com RPMI 1640 (10% SFB), a 400 x g por 10 minutos a 4ºC. Ao final, as células foram 

ressuspensas em 2 mL de RPMI 1640 (10% SFB). 

 Para contagem celular, foi utilizada a câmara de Neubauer (Boeco, Germany). Desta 

forma, foram utilizados 10 μL da suspensão celular diluídos em 190 μL de solução de Azul de 

Trypan (Sigma Co., EUA) (diluição 1:20). O valor obtido foi multiplicado pelo volume 

ressuspendido e o fator de diluição. Assim, o volume final foi ajustado para conter 1x106 

células/mL. 

Além disso, separou-se uma alíquota de 50µl de cada amostra para obtenção da 

percentagem de monócitos por citometria de fluxo (FACScalibur - Becton Dickinson®, 

Mountain View, CA, USA). As CMSP foram então transferidas para garrafas de cultura de 400 

mL (Nunc®, Thermo Fisher, Denmark) que permaneceram incubadas durante 24h em estufa 

com 5% CO2 a 37ºC. Finda a incubação, os monócitos encontravam-se aderidos ao fundo da 

garrafa e os linfócitos permaneceram no sobrenadante. Sendo assim, o meio de cultura contendo 

os linfócitos foi transferido para outra garrafa de cultura, separando os dois tipos de CMSP.  

3.11.2  Condições de cultivo para derivação de monócitos circulantes em macrófagos 

 Após separação dos linfócitos presentes no sobrenadante, foi adicionada à garrafa 

contendo os monócitos, a mesma quantidade de RPMI (10% SFB) suplementado com 20% de 

sobrenadante de fibroblastos da linhagem L929 contendo fator estimulador de colônias de 

macrófagos (M-CSF). Ambas as garrafas de cultura foram incubadas por mais 4 dias, nas 

mesmas condições anteriores. Todo esse procedimento foi realizado de acordo com VIANA et 

al. (2013, 2015, 2016). Após os 5 dias de cultivo, o sobrenadante das garrafas de cultura 

contendo os macrófagos foi descartado, sendo a garrafa completa com 50mL de RPMI 1640 

(10% SFB) gelado. Posteriormente, as células foram raspadas levemente com a ajuda de um 

cell scraper (SPL Life Sciences Co., Ltd®) e o sobrenadante transferido para um tubo de 

polipropileno de 50 mL. Após o processo de centrifugação a 450 x g, 10 minutos, 4oC, o pellet 

foi ressuspendido em 2 mL de RPMI (10% SFB). Uma alíquota foi separada para contagem 

das células na câmara de Neubauer e posteriormente foi realizado o ajuste para 1x106 

macrófagos/mL. 
  

 



Vieira, J. F. P.                                                                                                                                Material e Métodos 

 40 

3.11.3  Purificação de linfócitos T CD4+ e T CD8+  

 Após 5 dias de cultivo, as células linfocitárias foram coletadas e transferidas para tubos 

de 50 mL de polipropileno (Falcon®, Becton Dickison and Company, EUA), que foram 

centrifugados a 400 x g, 10 minutos, 4oC. O sobrenadante foi descartado e o pellet 

ressuspendido em 6 mL de RPMI 1640 (10% SFB), colocado sobre 4,5 mL de Ficoll-hypaque 

1.119 e 4,5 mL de Ficoll-hypaque 1.077, seguido de centrifugação a 450 x g, 70 minutos, 4oC, 

de forma a separar os linfócitos num anel celular distinto. Seguidamente, o anel foi recolhido 

para um tubo de polipropileno de 15mL, completado com RPMI 1640 (10% SFB), 

centrifugado a 400 x g, 10 minutos a 4oC e ressuspendido em 1 mL de RPMI 1640 (10% SFB), 

para contagem na câmara de Neubauer e posterior marcação com 8L de anticorpo anti-

CD8FITC, seguida de incubação ao abrigo da luz por 20 minutos. Após a incubação, foram 

adicionados 10 mL de PBS-W + EDTA (0.5% albumina sérica bovina + 2mM EDTA), seguido 

de centrifugação a 400 x g, 10 minutos, 4oC e ressuspenção em PBS-W + EDTA na proporção 

de 90ul por cada 1x107 células. Posteriormente, 10L das beads anti-FITC (BD-Biosciences®) 

foram adicionadas, com incubação por 20 minutos, centrifugação a 400 x g, 10 minutos, 4oC 

e ressuspensão em 500 L de PBS-W + EDTA.  

 Em seguida, a suspensão celular foi adicionada à coluna de MACS (Miltenyi Biotec®). 

Após todo o líquido ser absorvido pela coluna, foram adicionados à mesma 15 mL de PBS-W 

+ EDTA, deixando gotejar todo o volume para um tubo de polipropileno de 50 mL (Depletado 

1). De forma a liberar os linfócitos T CD8+ retidos, a coluna foi retirada do suporte e lavada 3 

vezes com 5 mL de solução tampão (PBS-W + EDTA), pressionando vigorosamente o êmbolo, 

sendo os linfócitos T CD8+ transferidos para um tubo de polipropileno de 50mL. Este tubo foi 

centrifugado a 400 x g, 10 minutos, 4oC, o sobrenadante descartado, ressuspendido em 1mL, 

e uma alíquota foi retirada para avaliação da pureza desta subpopulação por citometria de 

fluxo. Finalmente, foi efetuada a contagem em câmara de Neubauer, de forma a ressuspender 

os linfócitos T CD8+ na concentração de 2x105/mL. 

 O tubo contendo a suspensão celular após depleção dos linfócitos T CD8+ (depletado 

1), foi centrifugado 400 x g, por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e foi 

adicionado 8 L de anti-CD4FITC, seguido de incubação ao abrigo da luz durante 20 minutos. 

Em seguida, foram adicionados à suspenção celular 10 mL de PBS-W + EDTA, seguido de 

centrifugação a 400 x g, 10 minutos, 4oC e ressuspenção em PBS-W + EDTA na proporção de 

90ul por cada 1x107 células. Posteriormente, 10L das beads anti-FITC foram adicionadas, 

incubadas por 20 minutos, centrifugadas a 400 x g 10 minutos, 4oC e ressuspendidas em 500 
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L de PBS-W + EDTA. Tal como descrito no processo de isolamento de linfócitos T CD8+, a 

suspensão celular foi adicionada à coluna de MACS, seguida de 15 mL de PBS-W + EDTA e 

após passagem de todo o líquido pela coluna, os linfócitos T CD4+ foram libertados e lavados 

3 vezes com 15 mL solução tampão, pressionando de forma vigorosa o êmbolo. Este tubo foi 

centrifugado a 515 x G, 10 minutos, 4oC, o sobrenadante descartado e ressuspendido em 1mL 

para contagem dos linfócitos T CD4+, ajustando-se para a concentração de 2x105/mL. Uma 

alíquota foi retirada para aferição da pureza dos linfócitos T CD4+ por citometria de fluxo. 

 A figura 3 representa os gráficos demonstrativos da pureza do isolamento de linfócitos 

T CD4+ e linfócitos T CD8+. As figuras da esquerda representam gráficos de densidade, 

coloridos artificialmente segundo o número de células em cada ponto, em função da 

granulosidade (SSC – side light scatter) versus fluorescência 4 (FL-4) (Figura 3A), ou 

fluorescência 1 (FL-1) (Figura 3C) da população de linfócitos, de forma a estabelecer o limite 

de auto-fluorescência das células não marcadas. As figuras 2B e 2D representam gráficos de 

densidade SSC versus FL-4 (anti-CD4+APC) e FL-1 (anti-CD8+FITC), respetivamente. 

Utilizando a fronteira estabelecida anteriormente é possível observar no quadrante 3 (Q3) de 

ambos os gráficos, que foram conseguidos graus de pureza superiores a 90%, tanto em 

linfócitos T CD4+ (Figura 3B), como em linfócitos T CD8+ (Figura 3D).  
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Figura 3: Percentual de pureza de linfócitos T CD4+ e T CD8+ a partir do sangue periférico de cães naturalmente 
infectados e hígidos, mantidos em cultura por cinco dias e submetidos à purificação com microbeads e colunas 
magnéticas. (A e C) Gráficos de densidade SSC vs (A) FL-4 ou (C) FL-1 utilizados para estabelecer o limite de 
auto-fluorescência da população negativa. (B e D) Gráfico de densidade de SSC vs (B) CD4+ - APC/FL-4 ou (D) 
CD8+ - FITC/FL1, empregado para quantificar o percentual de linfócitos T purificados. No quadrante 7 (Q7) da 
figura B e quadrante 3 (Q3) da figura D estão indicados, respetivamente, os percentuais (%) de pureza das 
subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+. 
 

3.11.4  Co-Cultivo celular 

 Além dos linfócitos e macrófagos foi necessário preparar as promastigotas de L. 

infantum OP46 GFP para o co-cultivo. Para isto, 2 mL da cultura de promastigotas de L. 

infantum, em fase estacionária de crescimento, cultivadas em meio NNN/LIT foram 

transferidas para um tubo falcon de 15mL, ao qual foram adicionados 8 mL de RPMI (10% 

SFB). O tubo foi centrifugado por 550 x g, 10 minutos, 24oC, o sobrenadante foi descartado, 

as promastigotas ressuspendidas em 1 mL de RPMI com 10%SFB e contadas em câmara de 

Neubauer. A seguir, foi ajustada a concentração de promastigotas para 1x107 parasitos/mL. 

 No final de todo o processo descrito até aqui (obtenção dos macrófagos, separação das 
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polipropileno estéreis de 5mL, juntamente com promastigotas de L. infantum GFP na proporção 

de dez parasitos por macrófago e linfócitos T CD4+, linfócitos T CD8+, ou ambas as 

subpopulações de linfócitos T, na proporção de um linfócito para cinco macrófagos (Viana, 

2012). Todos os tubos foram incubados durante 48h em estufa de CO2 5% a 37ºC. 

3.11.5 Avaliação da expressão intracelular de IFN- e IL-4 em linfócitos T CD4+ e 

linfócitos T CD8+ autólogos, por citometria de fluxo 

 Findo o período de incubação, os tubos referentes à avaliação da expressão intracelular 

de citocinas foram retirados da estufa de CO2. As marcações e finalidade de cada um deles 

encontram-se no Quadro 2.  

 Inicialmente, foram adicionados 20 μL de brefeldina A (10 μg/mL), com posterior 

incubação por mais 4 horas à 37°C em estufa incubadora com 5% de CO2. Ao término da 

incubação, as culturas foram tratadas com EDTA (Sigma Co., EUA), concentração final de 2 

mM, e incubadas por 10 minutos à temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram 

lavadas com 2 mL de PBS-W e centrifugadas por 10 minutos a 400 x g, 18ºC. Para distinguir 

as subpopulações de linfócitos T produtores de citocinas, foram acrescentados 10 µL dos 

anticorpos monoclonais anti-moléculas de superfície CD4 APC e CD8 FITC ou AF647, 

previamente diluídos. Após incubação por 30 minutos à TA, ao abrigo da luz, foram 

acrescentados 2 mL de PBS a cada um dos tubos, e estes foram centrifugados por 10 minutos a 

400 x g, 18ºC. Em seguida, foi adicionado 1 mL de solução fixadora contendo formaldeído 

(Facs lysing solution - Becton Dickison and Company®, EUA) sob agitação em vortex, seguido 

de incubação por 10 minutos à TA e centrifugação por 10 minutos a 400 x g, 18ºC. O 

sobrenadante foi então desprezado e o pellet homogeneizado em vortex até à ressuspensão total 

das células. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de PBS-P, os tubos foram 

homogeneizados e incubados por 10 minutos à TA e ao abrigo da luz. Finalmente, os tubos 

foram centrifugados durante 10 minutos a 400 x g, 18ºC, o sobrenadante desprezado e o pellet 

ressuspendido em 200 µL de PBS. 

 Após a ressuspensão das células foi adicionado 10 L de cada um dos anticorpos anti-

citocinas previamente diluídos, anti-IFN-γ PE e anti-IL-4 PE, sendo os tubos homogeneizados 

e incubados ao abrigo da luz por 30 minutos. Após acrescentar 2 mL de PBS em cada um dos 

tubos, os mesmos foram centrifugados por 10 minutos a 400 x g, 18ºC. O sobrenadante foi 

desprezado e foram adicionados 200L de PBS, para posterior leitura no citômetro de fluxo 

FACSCalibur. 
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Quadro 2: Avaliação da expressão intracelular de IFN- e IL-4 em linfócitos T CD4+ linfócitos T CD8+ autólogos. 
 

Tubo Marcação Avaliação 

M + CD4+ 
CD4APC 

IFN-PE 
Avaliação da produção intracelular de IFN- em 

linfócitos T CD4+ 

M + CD8+ CD8AF647 

IFN-PE 

Avaliação da produção intracelular de IFN- em 
linfócitos T CD8+ 

M + CD4+ + CD8+ 
CD4APC 
CD8FITC 

IFN-PE 

Avaliação da produção intracelular de IFN- em 
linfócitos T CD4+ e linfócitos T CD8+, juntos em 

cultivo 

M + CD4+ CD4APC 
IL-4PE 

Avaliação da produção intracelular de IL-4 em 
linfócitos T CD4+ 

M + CD4+ + CD8+ 
CD4APC 
CD8FITC 

IFN-PE 

Avaliação da produção intracelular de IL-4 em 
linfócitos T CD4+ e linfócitos T CD8+, juntos em 

cultivo 

 

3.11.6  Imunofenotipagem de macrófagos e avaliação da expressão intracelular de NO e 

ROS por citometria de fluxo 

 Após o período de incubação os tubos foram retirados da estufa de CO2. As marcações 

e finalidade de cada um dos tubos destinados à avaliação da taxa de infecção e produção 

intracelular de NO e ROS encontram-se nos Quadros 3 e 4, respetivamente. 

 Os tubos destinados à avaliação da expressão intracelular de NO foram centrifugados a 

400 x g, por 10 minutos a 4ºC, o sobrenadante foi ressuspendido em 100L de PBS e foi 

acrescentado 1l de Orange Nitric Oxide Probe (ONOP) (BD-Biosciences®) para identificação 

intracelular de NO, sendo os tubos incubados por 3 horas. Os tubos destinados à avaliação da 

expressão intracelular de ROS foram também centrifugados a 400 x g, 10 minutos, 25oC, o 

sobrenadante foi descartado e ressuspendido em L de PBS, posteriormente foram 

acrescentados 10 l de CellROX® Orange Reagent (CROR) (Thermofisher scientific®) para 

identificação de ROS intracelular, seguido de incubação em estufa 5% CO2 a 37oC por 30 

minutos.  

 Após a incubação foram acrescentados 10 L de anticorpo anti-CD14 Alexa Fluor 647 

(AF647) previamente diluído, seguido de incubação por 20 minutos, à TA e ao abrigo da luz. 

Posteriormente, os tubos foram centrifugados 400 x g, por 10 minutos a 4ºC, o sobrenadante 

foi descartado e o conteúdo ressuspendido em 200uL de PBS. Finalmente, o conteúdo dos tubos 

foi transferido para tubos FACS para leitura no citômetro de fluxo FACSCalibur. 
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Quadro 3: Avaliação do percentual de macrófagos infectados derivados de monócitos circulantes em co-cultivo 
com linfócitos T autólogos e sua expressão intracelular de NO. 

Tubo Marcação Avaliação 

M - Controle Negativo 

M CD14AF647 Percentual de Macrófagos 

M + L. infantum 
CD14AF647 

GFP 
Percentual de macrófagos infectados 

M + L. infantum 

CD14AF647 
GFP 

ONOP 

Percentual de macrófagos infectados produtores 
de NO 

M + CD4 + L. infantum 
CD14AF647 

GFP 
ONOP 

Percentual de macrófagos infectados 
Produtores de NO, em co-cultivo com linfócitos T 

CD4+ 

M + CD8 + L. infantum 
CD14AF647 

GFP 
ONOP 

Percentual de macrófagos infectados 
produtores de NO, em co-cultivo com linfócitos T 

CD8+ 

M + CD4 + CD8 + L. infantum 
CD14AF647 

GFP 
ONOP 

Percentual de macrófagos infectados 
produtores de NO, em co-cultivo com linfócitos T 

CD4+ e CD8+ 

 

Quadro 4: Avaliação da expressão intracelular de ROS por macrófagos infectados derivados de monócitos 
circulantes em co-cultivo com linfócitos T autólogos. 

Tubo Marcação Avaliação 

M + L. infantum 
CD14AF647 

GFP 
CROR 

Percentual de macrófagos infectados produtores de 
ROS 

M + CD4 + L. infantum 
CD14AF647 

GFP 
CROR 

Percentual de macrófagos infectados 
produtores de ROS, em co-cultivo com linfócitos T 

CD4+ 

M + CD8 + L. infantum 
CD14AF647 

GFP 
CROR 

Percentual de macrófagos infectados 
produtores de ROS, em co-cultivo com linfócitos T 

CD8+ 

M + CD4 + CD8 + L. infantum 
CD14AF647 

GFP 
CROR 

Percentual de macrófagos infectados 
produtores de ROS, em co-cultivo com linfócitos T 

CD4+ e CD8+ 

 

3.11.7 Avaliação da evolução morfológica dos monócitos em cultura com M-CSF e 

realização de microfotografias representativas da infecção por Leishmania infantum  

Após separação dos monócitos e linfócitos, tal como descrito no item 3.11.1, estes foram 

contados em câmara de Neubauer e colocados em chamber slides de 16 poços (5x104 

macrófagos/poço) durante 6 horas. A seguir, a parte superior da chamber slide foi retirada e a 

lâmina foi corada com Panótico Rápido InstantProv para realização de fotomicrografias 

representativas das características morfológicas dos monócitos.  



Vieira, J. F. P.                                                                                                                                Material e Métodos 

 46 

Para avaliação da diferenciação dos monócitos circulantes em macrófagos, estes foram 

destacados da base da garrafa de cultura, tal como descrito no item 3.11.2, ao 3o e 5o dia, 

contados em câmara de Neubauer e colocados em cultura em chamber slides (5x104 

macrófagos/poço) durante 6 horas com RMPI (10% SFB). Após este tempo, a lâmina foi corada 

com Panótico Rápido InstantProv para realização de fotomicrografias representativas das 

alterações morfológicas dos monócitos no processo de transformação em macrófagos (Figura 

28A). As microfotografias foram realizadas utilizando a câmera Zeiss Axiocam mrC, acoplada 

ao microscópio de fluorescência Axio Imager Z2 (Carl Zeiss Microimaging GmbH®).  

3.11.8 Realização de microfotografias representativas da infecção por Leishmania 

infantum, por microscopia convencional 

Para a obtenção de imagens representativas da taxa de infecção, monócitos foram 

colocados em cultura, nas condições descritas no item 3.11.2, durante 5 dias. Após este período 

estas células foram raspadas com auxílio de um cell scraper, transferidas para tubos de 

polipropileno de 50mL e centrifugadas a 400 x g, 10 minutos 4oC. A seguir, o sobrenadante foi 

descartado e ressuspendido em 1mL de RPMI (10% SFB) para contagem na câmara de 

Neubauer. As células foram ressuspendidas para 5x105 M/mL, plaqueadas em chamber slide 

(5x104 macrófagos/poço) e infectadas com promastigotas de Leishmania infantum GFP em fase 

estacionária, na proporção de 10 promastigotas por macrófago, durante 48 horas. Após a 

incubação, a parte superior foi retirada e a lâmina foi corada com Panótico Rápido InstantProv 

para realização de fotomicrografias representativas. As microfotografias foram realizadas 

utilizando a câmera Zeiss Axiocam mrC, acoplada ao microscópio de fluorescência Axio 

Imager Z2 (Carl Zeiss Microimaging GmbH®).  
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Quadro 5: Diluição e fluorescência dos anticorpos utilizados. 

Anticorpo Hospedeiro Clone Diluição 

CD3 FITC Camundongo CA17.2A12 1:25 

CD4 FITC Rato YKIX302.9 - 

CD4 APC Rato YKIX302.9 1:100 

CD4 PE Rato YKIX302.9 1:50 

CD8 FITC Rato YCATE55.9 1:25 

CD8 AF647 Rato YCATE55.9 1:25 

CD14 AF647 Camundongo TÜK4 1:25 

IFN-γ PE Camundongo CC302 1:20 

IL-4 PE Camundongo CC303 1:20 

CD11b PE Rato M1/70 1:50 

 

3.12  Estratégias de análise por citometria de fluxo 

3.12.1  Estratégias para análise imunofenotípica de linfócitos T no contexto ex vivo, no 

baço e fígado 

 Os resultados referentes aos aspectos fenotípicos das subpopulações de linfócitos T no 

baço e no fígado foram obtidos considerando a frequência (%) de linfócitos T CD3+CD4+ e 

CD3+CD8+ através do programa FlowJo®. A análise foi feita de forma semelhante nas células 

do compartimento esplênico (Figura 4) e hepático (Figura 5) 

  A análise da frequência de linfócitos T CD3+CD4+ e T CD3+CD8+ foi realizada 

utilizando-se a estratégia de análise convencional. Iniciamos pela seleção, em gráficos de 

densidade do limite de auto-fluorescência da população não marcada no canal FL-1. 

Seguidamente, foi avaliado o percentual de células CD3+, em gráficos de densidade SSC versus 

CD3+ - FL-1. Após a demarcação da região contendo as células de fenótipo CD3+SSCLow, foi 

avaliado em gráficos de densidade FL-3 versus CD4PE – FL-2 ou CD8 Alexa Fluor 647 – FL-

4, o percentual de subpopulações T CD3+CD4+ e T CD3+CD8+ no compartimento esplênico e 

hepático. 
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Figura 4: Sequência da análise realizada para determinar o percentual de linfócitos T totais (CD3+), CD3+CD4+ e 
T CD3+CD8+ no baço de cães naturalmente infectados com Leishmania infantum. Gráficos de densidade, 
representativo da expressão dos marcadores de superfície para a caracterização de linfócitos T. As regiões CD3+, 
CD4+ e CD8+, representam o percentual de cada uma destas populações no compartimento esplênico. 

 

Figura 5: Sequência da análise realizada para determinar o percentual de linfócitos T totais (CD3+), CD3+CD4+ e 
T CD3+CD8+ no fígado de cães naturalmente infectados com Leishmania infantum. Gráficos de densidade, 
representativo da expressão dos marcadores de superfície para a caracterização de linfócitos T. As regiões CD3+, 
CD4+ e CD8+, representam o percentual de cada uma destas populações no compartimento hepático. 
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3.12.2  Estratégia de análise da produção citocinas intracitoplasmáticas (IFN-γ e IL-4) por 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ no compartimento esplênico e hepático  

  A análise das frequências de linfócitos T CD4+ (Figura 6) e linfócitos T CD8+ (Figura 

7) esplênicos com expressão intracitoplasmática de IFN-γ e IL-4 foi realizada a partir da seleção 

da população CD4+/FL-4 ou CD8+/FL-4, baseada em aspectos imunofenotípicos, através de 

gráficos de densidade SSC versus FL-4. Após a seleção da região de interesse contendo células 

de fenótipo CD4+SSClow (Figura 6) ou CD8+SSClow (Figura 7), foram construídos gráficos de 

densidade de fluorescência SSC versus IFN-γ+/FL2 ou IL-4+/FL2 para determinar o percentual 

de linfócitos T CD4+ e CD8+ produtores destas citocinas. As células produtoras de IFN-γ+ e IL-

4+ situam-se no quadrante 3 (Q3). Para avaliação da produção intracitoplasmática de citocinas 

por linfócitos T hepáticos foi realizada a mesma estratégia. 

 

 
Figura 6: Sequência de procedimentos utilizados para análise do percentual de linfócitos T CD4+ IFN-γ+ e CD4+ 
IL-4+ no compartimento esplênico. A região Q3 representa a percentagem de linfócitos T CD4+ produtores de IFN-
γ ou IL-4. 
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Figura 7: Sequência de procedimentos utilizados para análise do percentual de linfócitos T CD8+ IFN-γ+ e CD8+ 
IL-4+ no compartimento esplênico. O quadrante 3 (Q3) representa a percentagem de linfócitos T CD8+ produtores 
de IFN-γ ou IL-4. 
 

3.12.3  Estratégia de análise de produção de NO e ROS por macrófagos hepáticos e 

esplênicos no contexto ex-vivo 

 A análise da produção de NO e ROS por macrófagos CD11b+ no contexto de ex-vivo 
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então avaliado o percentual de macrófagos CD11b+NO+ e CD11b+ROS+ através de gráficos de 

densidade FL-4 versus DAF/FL-1 ou DCFH/FL-1. 
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Figura 8: Avaliação da expressão intracelular de óxido nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (ROS) por 
macrófagos esplênicos (CD11b+). As regiões “NO+” e “ROS+” representam o percentual de células CD11b+ 
produtoras de NO e ROS, respetivamente. 
 

 
Figura 9: Avaliação da expressão intracelular de óxido nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (ROS) por 
macrófagos hepáticos (CD11b+). As regiões “NO+” e “ROS+” representam o percentual de células CD11b+ 
produtoras de NO e ROS, respetivamente. 
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3.12.4  Estratégia de análise da produção citocinas intracitoplasmáticas (IFN-γ e IL-4) por 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ em co-cultivo com macrófagos infectados derivados de 

monócitos circulantes 

  A análise das frequências de linfócitos T CD4+ e linfócitos T CD8+ com expressão 

intracitoplasmática de IFN-γ e IL-4 nos experimentos de co-cultivo foi realizada a partir da 

seleção da população CD4+ (Figura 10) ou CD8+ (Figura 11),  de acordo com aspectos 

imunofenotípicos, através de gráficos de densidade SSC versus CD4/FL-4 ou CD8/FL-4. Após 

a seleção da região de interesse contendo células de fenótipo CD4+SSClow (Figura 10) ou CD8+ 

SSClow (Figura 11) - (Região R1), foram construídos gráficos de densidade SSC versus IFN-

γ/FL2 ou IL-4/FL2 para determinar o percentual de linfócitos T CD4+ e T CD8+ produtores de 

cada citocina, situando assim as células produtoras de IFN-γ e IL-4 no quadrante 3 (Q3).  

 
Figura 10: Sequência de procedimentos utilizados para determinar o percentual de linfócitos T CD4+IFN-γ+ e 
CD4+IL-4+ no contexto de co-cultivo com macrófagos derivados de monócitos caninos circulantes infectados com 
Leishmania infantum. O quadrante 3 (Q3) representa a percentagem de linfócitos T CD4+ produtores de IFN-γ ou 
IL-4. 
 

R1S
S

C
-H

e
ig

h
t

FL2-H:: IFN- PE FL2-H::IL-4 PE

FL4-H::CD4 APC

S
S

C
-H

e
ig

h
t



Vieira, J. F. P.                                                                                                                                Material e Métodos 

 53 

 
Figura 11: Sequência de procedimentos utilizados para determinar o percentual de linfócitos T CD8+IFN-γ+ e 
CD8+IL-4+ no contexto de co-cultivo com macrófagos derivados de monócitos caninos circulantes infectados com 
Leishmania infantum. O quadrante 3 (Q3) representa a percentagem de linfócitos T CD8+ produtores de IFN-γ ou 
IL-4. 
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Figura 12: Avaliação da expressão intracelular de óxido nítrico e espécies reativas de oxigênio, por macrófagos 
derivados de monócitos sanguíneos em co-cultivo com linfócitos T CD4+ e/ou linfócitos T CD8+ e infectados com 
Leishmania infantum GFP. A região CD14+ representa o percentual de macrófagos. A região GFP+ representa o 
percentual de macrófagos (CD14+) infectados e as regiões “NO+” e “ROS+” representam o percentual de 
macrófagos CD14+GFP+ produtores de NO e ROS, respetivamente. 
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Figura 13: Avaliação da expressão intracelular de óxido nítrico, por macrófagos derivados de monócitos 
sanguíneos em co-cultivo com linfócitos T CD4+ e/ou linfócitos T CD8+ e Leishmania infantum GFP, em situações 
de ausência, baixo ou alto parasitismo. Regiões GFP-, GFPlow

 e GFPhigh, correspondem ao percentual de 
macrófagos (CD14+), com ausência, baixo ou alto parasitismo. As regiões NO+, correspondem ao percentual de 
macrófagos CD14+ produtores de óxido nítrico, em cada uma das populações anteriores.  
 

3.13  Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas usando o GraphPad Prism 6.0 (Prism Software, 
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Pearson, nos dados que apresentaram distribuição normal, ou o teste de Spearman, nos dados 
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as diferenças com valores de p igual ou menor 0,05 e todos os testes foram realizados com 
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Esta tese gerou um conjunto de dados que poderá orientar futuras pesquisas no campo 

da imunopatologia da leishmaniose visceral canina, demonstrando a importância de alguns 

parâmetros imunológicos para o estabelecimento de uma resposta imune compartimentalizada 

associada à resistência ou susceptibilidade, em cães naturalmente infectados por L. infantum. 

Os resultados apresentados a seguir, agregam diferentes abordagens realizadas em grupos de 

cães não infectados e cães naturalmente infectados assintomáticos ou sintomáticos, que foram 

denominados, respectivamente, Grupo CNI (n=7), grupo CA (n=10) e grupo CS (n=9).  

Para facilitar o entendimento dos dados, os resultados estão divididos em três partes. Na 

primeira parte encontram-se os resultados dos exames parasitológicos, da presença e grau de 

esplenomegalia, assim como das análises hematológicas e bioquímicas. Na segunda parte 

encontram-se os resultados referentes à imunofenotipagem, no contexto ex-vivo, de baço e 

fígado e à expressão de mRNA de citocinas associadas com a resistência e susceptibilidade à 

leishmaniose visceral. Na terceira parte encontram-se os resultados referentes à 

imunofenotipagem num sistema de co-cultivo de células do sistema imune derivadas do sangue 

periférico. 

4.1  Avaliações sorológica e parasitológica dos cães infectados por Leishmania infantum 

4.1.1  Diagnóstico sorológico e isolamento de promastigotas em mielocultura 

Nos grupos CA e CS foram incluídos apenas cães que apresentaram teste rápido 

imunocromatográfico - (TR DPP® – Bio-Manguinhos®) e ensaio imunoenzimático - (EIE® 

– Bio-Manguinhos®) positivos (Tabela 1). Os ensaios sorológicos foram realizados pelo Centro 

de Controle de Zoonoses CCZ de Governador Valadares (CCZ/GV) de acordo com as 

recomendações do Ministério da Saúde no seu Plano de Controle e Vigilância da LV no Brasil 

(Ministério da Saúde, 2006). Para confirmar a presença do parasito nos cães infectados, foi 

realizada, logo após a chegada dos mesmos ao CCA/UFOP, a tentativa de isolamento de formas 

promastigotas, a partir de culturas de medula óssea, em meio NNN/LIT. Os resultados 

demonstraram que foi possível isolar os parasitos na mielocultura de todos os cães de ambos os 

grupos infectados (CA e CS), como observado na Tabela 1. Além disso foi realizada uma 

avaliação por PCR-RFLP, que confirmou que os animais foram infectados por L. infantum.  
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Tabela 1: Resultados das avaliações sorológicas (EIE® e DPP®) e parasitológicas (mielocultura em NNN/LIT) 
em cães portadores de diferentes formas clínicas (assintomáticos e sintomáticos) na LVC.  
 

Grupo Assintomático (CA) ELISA DPP® Mielocultura 

C24 + + + 

C25 + + + 

C42 + + + 

C49 + + + 

C57 + + + 

C206 + + + 

C207 + + + 

C208 + + + 

C212 + + + 

C214 + + + 

Grupo Sintomático (CS)    

C16 + + + 

C26 + + + 

C29 + + + 

C31 + + + 

C39 + + + 

C209 + + + 

C229 + + + 

C267 + + + 

C353 + + + 

 

4.1.2  Avaliação da carga parasitária por qPCR e pelo método Leishman Donovan Units 

(LDU) 

Para avaliar o parasitismo esplênico e hepático por L. infantum nos grupos infectados 

(CA e CS), foi feita a determinação da carga parasitária nestes grupos, através da contagem de 

formas amastigotas por mil células nucleadas em lâminas coradas por Giemsa, utilizando a 

técnica de LDU. Esta avaliação revelou uma maior carga parasitária no compartimento 

esplênico do grupo CS, em comparação ao grupo CA (Figura 14A). De forma diferente, no 

fígado, não se verificou diferença significativa entre os grupos (Figura 14B).  

De forma a confirmar os resultados da avaliação da carga parasitária por LDU, foi 

também realizado nesses grupos a determinação da carga parasitária, através da quantificação 

do DNA parasitário em cada um dos órgãos, utilizando a técnica de qPCR. Esta avaliação, nos 

permitiu observar que tanto no compartimento esplênico, como no compartimento hepático, 
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existiu uma maior carga parasitária no grupo CS, em comparação ao grupo CA (Figura 15). 

 

 

Figura 14: Carga parasitária avaliada por LDU (Leishman Donovan Units), de cães naturalmente infectados por 
Leishmania infantum. Carga parasitária (A) esplênica e (B) hepática. Através dos gráficos de box plots estão 
representadas as medianas, intervalos interquartis e os valores máximos e mínimos das cargas parasitárias de cada 
grupo em amastigotas por 1000 células nucleadas. No eixo x estão representados os dois grupos experimentais 
(CA e CS). O asterisco (*) representa as diferenças estatísticas (p<0,05) entre os grupos. 
  

 
Figura 15: Carga parasitária esplênica e hepática avaliada por qPCR de cães naturalmente infectados por 
Leishmania infantum. Através dos gráficos de box plots estão representadas as medianas, intervalos interquartis e 
os valores máximos e mínimos das cargas parasitárias de cada grupo em número de parasitos por mg de órgão. No 
eixo x estão representados os dois grupos experimentais (CA e CS). O asterisco (*) representa as diferenças 
estatísticas (p<0,05) entre os grupos. 
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4.2  Avaliação do grau de esplenomegalia em cães infectados com L. infantum 

Para avaliar alterações na espessura do baço, na presença ou ausência de sinais clínicos 

característicos de LVC foi empregada a ultrassonografia e posterior medição transversal, a 

partir das imagens recolhidas. A figura 16A representa, desta forma imagens representativas da 

espessura esplênica avaliada por ultrassonografia. Perante isto, observa-se na figura 16B que 

cães infectados (CA e CS) apresentam um aumento significativo (p<0,05) na espessura do baço 

em relação a cães não infectados (CNI). Além disso, verificamos que os cães do grupo CS 

apresentam um aumento significativo (p<0,05) na espessura do baço, quando comparado aos 

cães do grupo CA. Foi ainda observada uma correlação positiva (r=0,7263, p=0,0004) entre a 

carga parasitária esplênica e o grau de esplenomegalia nos cães naturalmente infectados por 

Leishmania infantum. 

 

 
Figura 16: Avaliação por ultrassonografia da espessura do baço em cães não infectados e naturalmente infectados 
por Leishmania infantum. As fotos são representativas de imagens de ultrassonografia do baço de um cão 
assintomático (CA) e um cão sintomático (CS). No gráfico de barras, o eixo x representa os grupos experimentais: 
controle não infectado (CNI), assintomático (CA) e sintomático (CS). No eixo y está representada a média e o erro 
padrão da razão entre a espessura do baço e o peso do animal. As diferenças estatísticas significativas (p<0,05) 
estão representadas pelas letras “a” e “b”, relacionadas, respectivamente, aos grupos CNI e CA. 
 

CNI CA CS

    

a

        

Grupos 

P
a

ra
si

to
s/

m
g

CA CSCNI

Grupo SintomáticoGrupo Assintomático
A

B



Vieira, J. F. P.                                                                                                                                              Resultados 

 61 

 

4.3  Avaliação laboratorial: Parâmetros hematológicos e bioquímicos 

4.3.1  Parâmetros hematológicos: eritrograma e leucograma 

Considerando a marcante leucopenia e principalmente a anemia características da LVH 

e da LVC, a análise do hemograma (leucograma e eritrograma) corresponde a um importante 

parâmetro no monitoramento da integridade funcional de órgãos chave na imunopatologia da 

doença, tal como na progressão da mesma. Na avaliação do eritrograma foi observada a 

existência de valores significativamente (p<0,05) inferiores nos grupos CA e CS em relação ao 

grupo CNI, em todos os parâmetros avaliados (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Eritrograma de cães não infectados e cães naturalmente infectados por L. infantum, pertencentes aos 
grupos assintomático e sintomático. 

Eritrograma Grupo Clínico 

 CNI CA CS 

Eritrócitos (RBC x10
6
/μL) 8,42±0,14 5,692±1,123

a
 4,911±1,315

a
 

Hemoglobina (g/dL) 19,98±1,9 11,510±2,993
a
 10,413±3,504

a
 

Hematócrito (%) 62,82±5,13 38,550±10,570
a
 35,225±11,890

a
 

Plaquetas (Plt x10
3
/mm

3
) 340,57±88,44 133,40±90,127

a
 123,5±101,956

a
 

 

Valores absolutos (média±desvio padrão) do eritrograma (global de eritrócitos, hemoglobina, hematócrito e 
plaquetas) de cães não infectados (CNI) e cães naturalmente infectados) por L. infantum, assintomáticos (CA) 
ou sintomáticos (CS). As diferenças estatísticas significativas (p<0,05) estão representadas pela letra “a”, 
relacionada ao grupo CNI. 
 

 Em relação ao leucograma, a única alteração encontrada foi um número de monócitos 

circulantes significativamente (p<0,05) superior no grupo CS, em relação ao grupo CA. (Tabela 

3). 
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Tabela 3: Leucograma de cães não infectados e naturalmente infectados por L. infantum, pertencentes aos grupos 
assintomático e sintomático. 

Leucograma (x10
3
/mm

3
) Grupo Clínico 

 CNI CA CS 

Leucócitos Totais 10,2±2,214 8,489±5,319 8,489±2,620 

Neutrófilos 5,731±0,983 4,759±1,672 5,849±3,557 

Linfócitos 2,228±0,959 3,743±3,899 1,757±1,084 

Monócitos 0,291±0,202 0,245±0,212 0,427±0,244b 

Eosinófilos 0,507±0,504 0,253±0,222 0,223±0,285 

 
Valores absolutos (média±desvio padrão) do leucograma (leucócitos totais, neutrófilos, linfócitos, monócitos e 
eosinófilos) de cães não infectados (CNI) e cães naturalmente infectados por Leishmania infantum, assintomáticos 
(CA) ou sintomáticos (CS). As diferenças estatísticas significativas (p<0,05) estão representadas pela letra “a”, 
relacionada ao grupo CNI. 
 

4.3.2  Parâmetros bioquímicos 

Para aferir a existência de danos funcionais no compartimento renal e hepático, assim 

como disfunções nas proteínas séricas foram realizadas as dosagens de ureia (mg/dL) e 

creatinina (mg/dL), a avaliação dos níveis séricos das enzimas: alanina amino transferase – 

ALT (U/L), aspartato amino transferase – AST (U/L), fosfatase alcalina – FA (U/L) e gama 

glutamil transferase – GGT (U/L) e a avaliação das proteínas séricas, albumina (g/dL) e 

globulina (g/dL), assim como da razão albumina/globulina. Nos seguintes subtópicos estão 

descritas as alterações encontradas na avaliação dos diferentes parâmetros bioquímicos. 

4.3.2.1  Provas de função renal 

A deposição de imunocomplexos antígeno/anticorpo no glomérulo renal pode levar ao 

desenvolvimento de insuficiências funcionais neste órgão, que podem ser avaliados através da 

aferição dos níveis séricos de ureia e creatinina. Na avaliação da função renal, não foi possível 

observar nenhuma diferença significativa (p<0.05) nas dosagens destes parâmetros entre os 

grupos (Figura 17). 
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Figura 17: Avaliação da função renal através das concentrações séricas de uréia e creatinina em cães não 
infectados e naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo x ilustra os grupos experimentais: cães não 
infectados (CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS). O eixo y representa os valores médios e 
desvio padrão das dosagens de uréia e creatinina, em miligrama por decilitro (mg/dL).  
 

4.3.2.2  Provas de função hepática 

O fígado, como vimos nos resultados referentes à carga parasitária, apresenta um intenso 

parasitismo no contexto da infecção por L. infantum. Este parasitismo pode levar a uma 

debilidade funcional, que pode ser avaliada através de marcadores, tais como, as concentrações 

séricas de aspartato transaminase (AST), alamina transaminase (ALT), fosfatase alcalina e 

gama glutamil transpeptidase (GT). Neste trabalho, não foi possível observar alterações 

significativas (p<0.05) entre os grupos infectados (CA e CS) e o grupo CNI (Figura 18). 
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Figura 18: Avaliação da função hepática, através das concentrações séricas de aspartato transaminase (AST), 
alamina transaminase (ALT), fosfatase alcalina e gama glutamil transpeptidase (GT) em cães não infectados e 
naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo x ilustra os grupos experimentais: cães não infectados 
(CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS) naturalmente infectados por Leishmania infantum. 
Através dos gráficos de box plots estão representadas as medianas, intervalos interquartis e os valores máximos e 
mínimo da concentração de cada um dos parâmetros de cada grupo em unidades por litro (U/L).   
 

4.3.2.3  Proteinograma 

Na figura 19 estão representados os resultados do proteinograma, correspondentes aos 

parâmetros avaliados: proteína total, albumina, globulina e razão albumina/globulina.  

Com base nos dados obtidos neste trabalho, foi possível observar que os grupos dos cães 

naturalmente infectados (grupos CA e CS) apresentaram níveis significativamente (p<0,05) 

superiores de proteínas totais e globulinas em relação ao grupo CNI.  De forma contrária, os 

grupos CA e CS apresentaram concentrações séricas de albumina significativamente (p<0,05) 

menores em relação ao grupo CNI. O mesmo padrão se verifica em relação à razão 

albumina/globulina, com valores significativamente (p<0,05) menores nos grupos infectados 

(CA e CS) em relação ao grupo controle não infectado (CNI).  
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Figura 19: Avaliação do proteinograma através da concentração sérica de proteínas totais, albumina, globulinas e 
razão albumina/globulina em cães não infectados e naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo x 
ilustra os grupos experimentais: cães não infectados (CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS). O 
eixo y representa os valores médios e desvio padrão das dosagens em grama por decilitro (g/dL) destes parâmetros. 
As diferenças estatísticas significativas (p<0,05) estão representadas pela letra “a”, relacionada ao grupo CNI. 
 

4.4  Avaliação ex-vivo, no compartimento esplênico, do perfil linfocitário e produção de 

citocinas intracelulares, bem como do perfil de macrófagos produtores de NO e ROS 

4.4.1  Imunofenotipagem para caracterização do perfil de linfócitos T no compartimento 

esplênico 

O baço é um dos órgãos mais acometidos durante a evolução clínica da LVC, sendo a 

resposta imune adaptativa à infecção comandada em particular por linfócitos T, nomeadamente 

as subpopulações CD4+ e CD8+. Em nosso estudo, foi avaliado o perfil linfocitário de cães 

pertencentes a formas clínicas polarizadas da doença, assintomáticos (CA) e sintomáticos (CA), 

além de cães controle não infectados (CNI). A percentagem de linfócitos T totais, foi avaliada 

pela frequência de células CD3+ no compartimento esplênico. Foi observado que o percentual 

destas células foi significativamente maior no baço de CA, em comparação a CNI. Ao ser 

avaliado o percentual das subpopulações de linfócitos T CD3+CD4+ e CD3+CD8+ no baço dos 

cães pertencentes aos diferentes grupos clínicos, foi observado que os grupos CA e CS 

0

2

4

6

8

0

5

1 0

1 5

CA CSCNI CA CSCNI

Proteínas Totais Albumina

Grupos 

g
/

d
L

R
a

z
ã

o
a

a a

CA CSCNI

Globulinas

0

2

4

6

8 a a

CA CSCNI

Razão A/G

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 .8

a a

a



Vieira, J. F. P.                                                                                                                                              Resultados 

 66 

apresentaram percentual significativamente (p<0.05) menor de linfócitos T CD3+CD4+ em 

relação ao grupo CNI. Pelo contrário, ao avaliarmos a subpopulação de linfócitos T CD3+CD8+
,
 

observamos um aumento significativo (p<0.05) do percentual dessa subpopulação no 

compartimento esplênico nos grupos CA e CS quando comparado ao grupo CNI (Figura 20).  

 

 
Figura 20: Percentual de linfócitos T totais (CD3+) e das subpopulações CD3+CD4+ e CD3+CD8+ no baço de cães 
não infectados e naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo x ilustra os grupos experimentais: cães 
não infectados (CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS). O eixo y representa o percentual médio 
e erro padrão de linfócitos T CD3+, CD4+ e CD8+. As diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pela 
letra “a” relacionada ao grupo CNI. 
  

4.4.2  Imunofenotipagem para caracterização do perfil de linfócitos produtores IL-4 e 

IFN- no compartimento esplênico 

Com o intuito de melhor elucidar a resposta imune compartimentalizada no baço, e o 

papel que as subpopulações de linfócitos T podem desempenhar na resistência e 

susceptibilidade à LVC, avaliamos a produção intracelular de citocinas (IFN-γ e IL-4) nas 

subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+. Na Figura 21, podemos observar uma produção 

significativamente (p<0,05) maior de IFN-γ por linfócitos T CD4+ esplênicos no grupo CA em 

comparação com o grupo CS e CNI. Ao contrário, não foram verificadas diferenças estatísticas 

(p<0,05) na produção de citocinas por linfócitos T CD8+. Em relação à razão entre a produção 

de IFN-γ e IL-4 por linfócitos T CD8+, foi possível observar que esta é significativamente 
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(p<0,05) superior no grupo CA em relação ao grupo CNI (Figura 21). 

 

 

Figura 21: Perfil de linfócitos T esplênicos (CD4+ e CD8+), produtores de IFN-γ e IL-4 em cães não infectados e 
naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo x ilustra os grupos experimentais: cães não infectados 
(CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS). Através dos gráficos de box plots estão representadas 
as medianas, intervalos interquartis e os valores máximos e mínimos de cada grupo. Nos gráficos à esquerda e 
centrais da figura, o eixo y representa o percentual de linfócitos T CD4+ e T CD8+ produtores de IFN-γ e IL-4. 
Nos dois gráficos da direita o eixo y representa a razão entre o percentual de linfócitos T CD4+ produtores IFN-γ 
e produtores de IL-4 e entre o percentual de linfócitos T CD8+ produtores IFN-γ e produtores de IL-4. As diferenças 
significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras “a” e “c”, relacionadas aos grupos CNI e CS, 
respectivamente.  
 

4.4.3  Avaliação da expressão de mRNA de citocinas e iNOS no compartimento esplênico 

de cães naturalmente infectados com L. infantum. 

Além do IFN- e IL-4, cuja produção intracelular foi avaliada em linfócitos T CD4+ e 

CD8+ de cães naturalmente infectados com L. infantum, outras citocinas são importantes para o 

estabelecimento de uma resposta imune protetora ou prejudicial contra a LVC. Nesse sentido, 

foi considerado importante avaliar a expressão de RNAm de IL-12, IFN-, IL-10, IL-4 e TGF-

 assim como da enzima iNOS, no compartimento esplênico dos cães de diferentes grupos 

clínicos. Foi concluído que o grupo CA apresentou uma expressão significativamente (p<0,05) 

maior de IL-12, comparativamente a CNI. Foi também verificado um aumento significativo 

(p<0,05) na expressão de iNOS no grupo CA em relação aos grupos CS e CNI. Finalmente, o 

grupo CS demonstrou uma expressão de IL-10 significativamente (p<0,05) superior aos grupos 

CNI e CA (Figura 22).  
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Figura 22: Expressão de mRNA de citocinas associadas à resistência e susceptibilidade no baço de cães 
naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo x ilustra os grupos experimentais: cães não infectados 
(CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS). Através dos gráficos de box plots estão representadas 
as medianas, intervalos interquartis e os valores máximos e mínimos de cada grupo relativos à expressão de mRNA 
(2^-CT). As diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras “a”, “b” e “c”, relacionadas aos 
grupos CNI, CA e CS, respectivamente. 
 

4.4.4  Imunofenotipagem para caracterização do perfil de macrófagos produtores de NO 

e ROS no compartimento esplênico 

Com objetivo de identificarmos possíveis fatores que estariam relacionados a resistência 

ou susceptibilidade à infecção por L. infantum, na resposta imune compartimentalizada do baço, 

foi empregada neste trabalho a imunofenotipagem no contexto ex vivo da produção dos 

mediadores microbicidas, NO e ROS, por macrófagos esplênicos. Em nossos resultados, foi 

observado um percentual de macrófagos esplênicos (CD11b+) produtores de NO 

significativamente (p<0,05) maior no grupo CA quando comparados ao grupo CS e CNI. Em 

relação à produção de ROS por macrófagos esplênicos, foi observado um aumento significativo 

da frequência de macrófagos produtores (p<0,05) destes radicais livres, em cães dos grupos 

naturalmente infectados (CA e CS) em relação ao grupo CNI (Figura 23).  
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Figura 23: Perfil de macrófagos esplênicos (CD11b+), produtores de NO e ROS em cães não infectados e 
naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo x ilustra os grupos experimentais: cães não infectados 
(CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS). O eixo y representa os valores médios e erro padrão do 
percentual de macrófagos CD11b+ produtores de NO (NO+) e ROS (ROS+). As diferenças estatísticas significativas 
(p<0,05) estão representadas pelas letras “a” e “c”, relacionadas aos grupos CNI e CS, respectivamente.  
 

4.5  Avaliação ex-vivo, no compartimento hepático, do perfil linfocitário e produção de 

citocinas intracelulares, bem como do perfil de macrófagos produtores de NO e ROS 

4.5.1  Imunofenotipagem para caracterização do perfil de linfócitos T no compartimento 

hepático 

Tal como o baço, o fígado é um dos órgãos chaves na imunopatologia da LVC, sendo 

também um dos órgãos mais parasitados e cuja afecção pode resultar em quadros clínicos mais 

severos. Nosso estudo buscou então avaliar o perfil linfocitário nesse órgão, sob a forma do 

percentual de linfócitos T totais (CD3+) e das subpopulações CD3+CD4+ e CD3+CD8+ no 

compartimento hepático em cães assintomáticos (CA), cães sintomáticos (CS) e cães não 

infectados (CNI). Foi possível observar um percentual significativamente (p<0,05) maior de 

linfócitos T CD3+ nos cães naturalmente infectados (CA e CS) em comparação com os cães do 

grupo CNI. Em relação às subpopulações de linfócitos T, foi observado um percentual 

significativamente (p<0,05) menor de linfócitos T CD4+ no grupo CS em relação aos grupos 

CA e CNI. Quanto ao percentual de linfócitos T CD8+ no compartimento hepático, observamos 

que o grupo CS apresentou um aumento significativo (p<0,05) deste parâmetro, em relação aos 

grupos CNI e CA (Figura 24).  
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Figura 24: Percentual de linfócitos T totais (CD3+) e linfócitos T CD4+ e CD8+ hepáticos em cães não infectados 
e naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo x ilustra os grupos experimentais: cães não infectados 
(CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS). O eixo y representa o percentual médio e erro padrão 
de linfócitos T CD3+, CD3+CD4+ e CD3+CD8+. As diferenças estatísticas significativas (p<0,05) estão 
representadas pela letra “a” e “b” relacionadas aos CNI e CA, respectivamente. 
 

4.5.2  Imunofenotipagem para caracterização do perfil de linfócitos produtores IL-4 e 

IFN- no compartimento hepático 

De forma a aprofundarmos o entendimento quanto à resposta imune hepática 

característica da infecção assintomática e sintomática, verificamos o percentual de linfócitos T 

CD4+ e linfócitos T CD8+, produtores de IFN-γ e IL-4 neste órgão. Desta forma, foi observado 

que linfócitos T CD4+ do compartimento hepático apresentaram uma expressão de IFN-γ 

significativamente maior (p<0,05) em linfócitos T CD4+ do grupo CA em comparação com os 

grupos CNI e CS. Os cães infectados (grupos CA e CS) apresentaram ainda um percentual de 

linfócitos T CD8+ produtores de IL-4, significativamente (p<0,05) menor comparado ao grupo 

CNI. Em relação à razão entre a expressão de IFN-γ e IL-4 por linfócitos T CD4+, esta foi 

significativamente (p<0,05) maior no grupo CA em relação ao grupo CNI (Figura 25).  
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Figura 25: Perfil de linfócitos T hepáticos (CD4+ e CD8+), produtores de IFN-γ e IL-4 cães não infectados e 
naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo x ilustra os grupos experimentais: cães não infectados 
(CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS). Nos gráficos à esquerda e centrais da figura, o eixo y 
representa os valores médios e erro padrão do percentual de linfócitos T CD4+ e T CD8+ produtores de IFN-γ e 
IL-4. Nos dois gráficos da direita o eixo y representa os valores médios e erro padrão da razão entre o percentual 
de linfócitos T CD4+ produtores IFN-γ e produtores de IL-4 e entre o percentual de linfócitos T CD8+ produtores 
IFN-γ e produtores de IL-4. As diferenças estatísticas significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras “a” 
e “c”, relacionadas aos grupos CNI e CS, respectivamente.  
 

4.5.3  Avaliação da expressão de mRNA de citocinas e iNOS no compartimento hepático 

de cães naturalmente infectados com L. infantum 

Para avaliar de forma mais abrangente o status imunológico do fígado de cães naturalmente 

infectados por L. infantum, resolvemos verificar a expressão de RNAm de citocinas associadas 

à resistência e à susceptibilidade, assim como de iNOS neste órgão. Assim, foi avaliada a 

expressão de IL-12, IFN-, IL-10, IL-4 e TGF-, assim como da enzima iNOS, no 

compartimento hepático de todos os cães do estudo. Concluímos então que CA apresentaram 

uma expressão significativamente (p<0,05) maior de IL-12 e IFN- comparativamente a CNI 

(Figura 26).  
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Figura 26 Expressão de mRNA de citocinas associadas à resistência e susceptibilidade no fígado de cães não 
infectados e cães naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo x ilustra os grupos experimentais: cães 
não infectados (CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS). Através dos gráficos de box plots estão 
representadas as medianas, intervalos interquartis e os valores máximos e mínimos de cada grupo relativos à 
expressão de mRNA (2^-CT). As diferenças significativas (p<0,05) estão representadas pelas letras “a”, 
relacionada ao grupo CNI 
 

4.5.4  Imunofenotipagem para caracterização do perfil de macrófagos produtores de NO 

e ROS no compartimento hepático 

De forma a identificarmos se o perfil de produção de citocinas estaria relacionado à 

produção de mediadores da atividade microbicida (NO e ROS) por macrófagos hepáticos nos 

cães dos grupos CNI, CA e CS, avaliamos o percentual de macrófagos hepáticos (CD11b+) 

produtores de NO e ROS. De forma esperada, foi observado que o aumento significativo 

(p<0,05) na produção de IFN-γ por linfócitos T CD4+ de cães do grupo CA, é acompanhado por 

um aumento significativo (p<0,05) na produção de NO e ROS por macrófagos hepáticos destes 

cães, em comparação com os grupos CS e CNI. Também no grupo CS foi observada uma 

produção significativamente (p<0,05) maior de NO, em comparação com o CNI. Além disso, a 

produção de ROS é superior em macrófagos do grupo CA, em relação aos grupos CS e CNI 

(Figura 27). 
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Figura 27: Perfil de macrófagos hepáticos (CD11b+), produtores de NO e ROS  em cães não infectados e 
naturalmente infectados por Leishmania infantum. O eixo x ilustra os grupos experimentais: cães não infectados 
(CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS). O eixo y representa os valores médios e erro padrão do 
percentual de macrófagos CD11b+ produtores de NO (NO+) e ROS (ROS+). As diferenças estatísticas significativas 
(p<0,05) estão representadas pelas letras “a” e “c”, relacionadas aos grupos CNI e CS, respectivamente.  
 

4.6  Co-cultivo in vitro de células do sangue periférico 

4.6.1  Evolução morfológica dos monócitos em cultura com M-CSF 

De forma a avaliar as alterações morfológicas dos monócitos durante a sua 

transformação em macrófago, sob o efeito de M-CSF, realizamos avaliações por microscopia 

convencional destas células ao primeiro, terceiro e quinto dia de cultivo. 

Durante os cinco dias de cultivo foi observado aumento gradativo no tamanho dos 

monócitos/macrófagos aderidos nas lamínulas. No primeiro dia de cultura, foi observado que 

estas células apresentavam características de monócitos, com menor tamanho, núcleo maior em 

relação ao citoplasma e presença de menor quantidade de vacúolos (Figura 28A). Entretanto, 

nas culturas de três dias de maturação estas células já apresentavam sensível alteração 

morfológica no tamanho, vacuolização do citoplasma e irregularidade nas formas (Figura 28B). 

No quinto dia de maturação, as alterações morfológicas anteriores persistiram, entretanto, foi 

observado aumento do número de células multinucleadas, além de vacuolização mais evidente 

do citoplasma e um tamanho mais elevado (Figura 28C).  
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Figura 28: Fotomicrografias da diferenciação de monócitos em macrófagos em cultura. As células foram coradas 
com Panótico Rápido, no primeiro dia de cultura, após 3 dias de cultura e 5 dias de cultura e avaliadas por 
microscopia ótica (x100 imersão em óleo). (A) Cultura de monócitos, apresentando células menores com pequena 
quantidade e volume de vacúolos e o núcleo ocupando a maior área da célula. (B) Cultura de 3 dias com M-CSF, 
apresentando maior quantidade de vacúolos e alterações no formato das células, com presença de algumas células 
multinucleadas. (C) Cultura de 5 dias com M-CSF, diferenças marcadas na morfologia da célula, aumento de 
tamanho e presença de células multinucleadas. 
 

4.5.2  Percentual de infecção de L. infantum GFP+ em macrófagos CD14+
, derivados de 

monócitos do sangue periférico, co-cultivados com linfócitos T CD4+ e/ou CD8+ autólogos 

Após a realização do co-cultivo celular entre macrófagos derivados de monócitos do 

sangue periférico infectados com L. infantum GFP+, com linfócitos T CD4+ e/ou CD8+, foi 

avaliado o percentual de infecção por citometria de fluxo, considerando o percentual de 

macrófagos CD14+GFP+ (devido à presença de formas amastigotas GFP+ fluorescentes do 

parasito no interior dos macrófagos). Foram ainda realizadas fotomicrografias representativas 
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da presença de formas promastigotas, assim como, de formas amastigotas de L. infantum no 

interior do macrófago, por microscopia convencional (Figura 29) 

Na figura 30, estão expressos os resultados desse percentual de macrófagos infectados, 

expressos através do “Índice de infecção” (Equação 1): razão entre o percentual de macrófagos 

CD14+GFP+ quando co-cultivados com subpopulações de linfócitos T - CD4+ e/ou T CD8+ e o 

percentual de macrófagos CD14+GFP+ na ausência de linfócitos T. Além disso, foi ainda 

avaliada a intensidade de infecção, através da avaliação da intensidade média de fluorescência 

(IMF) no canal FL-1 (GFP), para isto foi calculado o “Índice de IMF” (Equação 2): razão entre 

o IMF (GFP) de células CD14+GFP+ quando co-cultivados com subpopulações de linfócitos T 

- CD4+ e/ou T CD8+ e o IMF (FL-1) de células CD14+GFP+  na ausência de linfócitos T. 

Em todos os sistemas de co-cultivo (M + CD4+, M + CD8+ e M + CD4+ + CD8+)    

evidenciamos um índice de infecção significativamente (p<0,05) maior no grupo CS quando 

comparado ao grupo CA (Figura 30A). Da mesma forma, ao avaliarmos a intensidade de 

infecção, utilizando o índice de IMF, foi verificado que, em todos os sistemas de co-cultivo, 

este parâmetro foi significativamente (p<0,05) superior no grupo CS, em relação ao grupo CA. 

Além disso, no sistema de co-cultivo M + CD4+ + CD8+, encontramos um índice de IMF 

significativamente (p<0,05) menor no grupo CA, em relação ao grupo CNI (Figura 30B).  

Figura 29: Fotomicrografias por microscopia convencional representativas da infecção de macrófagos derivados 
de monócitos circulantes infectados com Leishmania infantum GFP+. Na figura da esquerda podemos observar no 
aumento de 40X, com 3 horas de infecção, macrófagos e formas promastigotas de L. infantum GFP+. Nas 
fotomicrografias da direita, no aumento de 100X, conseguimos observar melhor as formas amastigotas indicadas 
nas setas) dentro dos macrófagos, após 48 horas. 
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Figura 30: Avaliação da infecção de macrófagos derivados de monócitos circulantes, infectados com Leishmania 
infantum GFP+ quando em co-cultivo com diferentes subpopulações de linfócitos T (CD4+ e/ou T CD8+). O eixo 
x ilustra os grupos experimentais: cães não infectados (CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS). 
(A) Avaliação do Índice de infecção: O eixo y representa os valores médios e o erro padrão do índice de infecção 
(razão entre o percentual de macrófagos CD14+GFP+ quando co-cultivados com subpopulações de linfócitos T - 
CD4+ e/ou T CD8+ e o percentual de macrófagos CD14+GFP+ na ausência de linfócitos T – Equação 1) (B) 
Avaliação do Índice de IMF: O eixo y representa os valores médios e o erro padrão do índice de Intensidade média 
de fluorescência (razão entre o IMF (FL-1) de células CD14+GFP+ quando co-cultivados com subpopulações de 
linfócitos T - CD4+ e/ou T CD8+ e o IMF (FL-1) de células CD14+GFP+  na ausência de linfócitos T – Equação 2). 
As diferenças estatísticas significativas (p<0,05) estão representadas pela letra “b”, relacionada ao grupo CA. 
 

4.5.3  Avaliação de produção de citocinas intracitoplasmáticas por linfócitos T CD4+ e 

linfócitos T CD8+, co-cultivados com macrófagos derivados de monócitos circulantes e L. 

infantum GFP+ 

Com o objetivo de verificar se linfócitos T CD4+ e T CD8+ provenientes do PBMC de 

cães dos grupos CNI, CA e CS apresentavam variações na capacidade de produção das citocinas 

IFN-γ e IL-4, avaliamos por citometria de fluxo o percentual de linfócitos (CD4+ e CD8+) 

produzindo essas citocinas (IFN-γ e IL-4) nos sistemas de co-cultivo propostos.  

Na figura 31 estão demonstrados os resultados do sistema de co-cultivo com apenas 

linfócitos T CD4+ ou T CD8+. Nossos resultados demonstraram um aumento significativo 

(p<0,05) na frequência de linfócitos T CD4+ produzindo IFN- em relação às mesmas células 

de cães do grupo CNI, em condições experimentais semelhantes. Quando avaliamos a produção 

de IL-4 em linfócitos T CD4+, verificamos que o percentual de linfócitos T CD4+ produtores 
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de IL-4 é significativamente (p<0,05) maior no grupo CS, quando comparado aos grupos CNI 

e CA. Também constatamos que a razão entre a produção de IFN-γ e IL-4 por linfócitos T 

CD4+, co-cultivados com macrófagos e L. infantum GFP, era significativamente (p<0,05) 

superior no grupo CA, quando comparado ao grupo CS (Figura 31). 

Em relação à produção de citocinas por linfócitos T CD8+, foi observado um maior percentual 

destas células com produção de IFN-γ, nos grupos infectados (CA e CS), comparativamente ao 

grupo CNI (Figura 31). Também observamos que o grupo CS apresentou uma percentagem de 

linfócitos T CD8+ produtores de IL-4 significativamente (p<0,05) maior em relação ao grupo 

CNI. 

Figura 31: Perfil de linfócitos T CD4+ e CD8+ produtores de IFN-γ e IL-4 quando cultivados isoladamente (M + 
CD4+ e M + CD8+), num contexto de co-cultivo com macrófagos derivados de monócitos circulantes e L. 
infantum GFP+. O eixo x ilustra os grupos experimentais: cães não infectados (CNI), cães assintomáticos (CA) e 
cães sintomáticos (CS). O eixo y representa os valores médios e erro padrão do percentual de linfócitos T CD4+ 
ou T CD8+ produtores de IFN-γ ou IL-4. As diferenças estatísticas significativas (p<0,05) estão representadas pela 
letra “a”, “b” e “c”, relacionadas aos grupos CNI, CA e CS, respectivamente. 
   

Na figura 32 estão demonstrados os resultados do percentual de linfócitos (CD4+ e 

CD8+) produtores de citocinas (IFN-γ e IL-4) quando ambas subpopulações de linfócitos foram 

colocadas no mesmo sistema de co-cultivo, na presença de macrófagos derivados de monócitos 

sanguíneos infectados com L. infantum GFP+ (M + CD4+ + CD8+). Tal como nos sistemas de 

co-cultivo M + CD4+ e M + CD8+, podemos observar um maior percentual (p<0,05) de 

linfócitos T CD4+ produtores de IFN-γ no grupo CA, quando comparado ao grupo CNI e um 

percentual significativamente maior de linfócitos T CD4+ produtores de IL-4 no grupo CS, em 

relação aos grupos CNI e CA. Além disso, foi verificado um maior percentual de linfócitos T 

CD8+ produtores de IFN-γ, nos cães naturalmente infectados (grupos CA e CS) em comparação 
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aos CNI. Já na produção de IL-4 por linfócitos T CD8, foi observado um maior percentual 

destas células produtoras de IL-4 no grupo CS em comparação com os grupos CNI e CA.  

Também observamos que a razão dos percentuais de linfócitos T CD4+ produtores de IFN-γ e 

IL-4, foi significativamente (p<0,05) maior no grupo CA, em relação ao grupo CS. Já em 

relação à razão entre a produção de IFN-γ e IL-4 por linfócitos T CD8+, foi verificado um 

aumento significativo (p<0,05) no grupo CA, em relação ao grupo CNI. 

 

Figura 32: Perfil de linfócitos T CD4+ e CD8+ produtores de IFN-γ e IL-4+ quando cultivados em conjunto, no 
contexto de co-cultivo com macrófagos derivados de monócitos sanguíneos e L. infantum GFP (M + CD4+ + 
CD8+). O eixo x ilustra os grupos experimentais: cães não infectados (CNI), cães assintomáticos (CA) e cães 
sintomáticos (CS). O eixo y representa os valores médios e erro padrão do percentual de linfócitos T CD4+ e T 
CD8+ produtores de IFN-γ e IL-4. As diferenças estatísticas significativas (p<0,05) estão representadas pela letra 
“a”, “b” e “c”, relacionadas aos grupos CNI, CA e CS, respectivamente. 
 

4.5.4  Avaliação de produção de óxido nítrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) 

em macrófagos derivados de monócitos sanguíneos, co-cultivados com linfócitos T (CD4+ 

e/ou CD8+) e L. infantum GFP+ 

 4.5.4.1  Óxido Nítrico (NO) 

Reconhecidamente, a produção de NO pelo macrófago é a forma mais eficaz de 

eliminação de formas amastigotas de L. infantum. Assim, de forma a avaliar se há uma relação 

entre a produção de NO por macrófagos derivados de monócitos sanguíneos e as diferentes 

formas clínicas da doença canina, bem como elucidar o papel das subpopulações circulantes de 

linfócitos nessa relação, avaliamos a produção de NO em cada um dos diferentes sistemas de 
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co-cultivo, nos diferentes grupos experimentais.  

Nesse contexto, foi observado em todos os co-cultivos com linfócitos T, seja T CD4+, 

T CD8+ ou a associação, um aumento significativo (p<0,05) na produção de NO pelos 

macrófagos CD14+GFP+ do grupo CA em relação ao grupo CNI. Além disso, nos sistemas de 

co-cultivo M + CD4+ e M + CD4+ + CD8+, o percentual de macrófagos produtores de NO 

em cães assintomáticos (grupo CA) foi superior, em relação aos cães sintomáticos (grupo CS). 

(Figura 33).  

 

Figura 33: Perfil de macrófagos derivados de monócitos sanguíneos produtores de NO, no contexto de co-cultivo 
com linfócitos T CD4+ e/ou T CD8+ infectados por amastigotas de L. infantum GFP+. O eixo x ilustra os grupos 
experimentais: cães não infectados (CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS). O eixo y representa 
os valores médios e erro padrão do percentual de macrófagos infectados e produtores de NO. As diferenças 
estatísticas significativas (p<0,05) estão representadas pela letra “a” e “c”, relacionadas aos grupos CNI e CS, 
respectivamente.  
 

 De forma a perceber se o grau de parasitismo nas células de cada um dos grupos clínicos 

está relacionado com a produção de óxido nítrico, os macrófagos derivados de monócitos 

infectados com L. infantum GFP+ dos grupos CNI, CA e CS foram divididos em Macrófagos 

Não Parasitados (MNP), Macrófagos com Baixo Parasitismo (MBP) e Macrófagos com Alto 

Parasitismo (MAP), e a produção de NO foi assim avaliada nos diferentes sistemas de co-

cultivo.  

 Na ausência de linfócitos, no grupo CA e CS, foi encontrado um maior percentual de 

macrófagos produzindo NO em MAP, do que em MBP e MNP. Foi ainda verificado que MAP 

dos grupos CA e CS, apresentaram maior potencial para a produção de NO, comparativamente 

às mesmas células do grupo CNI.  
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 Em todos os sistemas de co-cultivo, foi possível observar que a produção de NO nos 

MAP do grupo CA foi maior (p<0,05) em comparação ao grupo CNI. Enquanto isso, 

especificamente no sistema de co-cultivo +CD4++CD8+, foi verificada a existência de um 

maior percentual de MAP produtores de NO no grupo CA, comparativamente ao grupo CS. 

Além disso, dentro dos grupos clínicos, também existiram diferenças na produção de NO por 

macrófagos com diferentes níveis de parasitismo. Desta forma, nos três tipos de co-cultivo, 

MAP do grupo CA, apresentam uma maior produção de NO, em comparação com os MBP e 

MNP. Em relação ao grupo CS, quando em co-cultivo com linfócitos T CD4+ ou linfócitos T 

CD8+, um maior percentual de MAP apresentam produção de NO em comparação com os MNP 

(Figura 34).  

 
 
Figura 34: Perfil de macrófagos derivados de monócitos sanguíneos produtores de NO, no contexto de co-cultivo 
com linfócitos T CD4+ e/ou T CD8+ infectados por amastigotas de L. infantum GFP+, de acordo com o nível de 
parasitismo. Nas barras verdes encontramos o percentual de macrófagos não parasitados (MNP) produtores de 
NO, nas barras amarelas encontramos o percentual de macrófagos com baixo parasitismo (MBP) produtores de 
NO e nas barras vermelhas o percentual de macrófagos altamente parasitados (MAP) produtores de NO. O eixo x 
ilustra os grupos experimentais: cães não infectados (CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS). O 
eixo y representa os valores médios e erro padrão do percentual de macrófagos infectados e produtores de NO. As 
diferenças estatísticas significativas (p<0,05) entre macrófagos com o mesmo nível de parasitismo estão 
representadas pelas letras “a”, e “c”, correspondentes aos grupos CNI e CS, respetivamente. As diferenças entre a 
produção de NO por macrófagos com diferentes níveis de parasitismo, dentro do mesmo grupo clínico, estão 
representadas pelos traços. 
 

4.5.4.2  Espécies Reativas de Oxigênio (ROS) 

Outro mecanismo encontrado pelo macrófago para eliminação de formas amastigotas 

de L. infantum intracelulares é a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS). Nesse 
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sentido, empregamos o co-cultivo de macrófagos derivados de monócitos sanguíneos, com 

linfócitos T CD4+ e/ou T CD8+, conjuntamente com promastigotas de L.infantum GFP+, com o 

intuito de melhor entendermos a capacidade dos macrófagos para produzir ROS frente ao 

parasito in vitro, assessorado por subpopulações de linfócitos T, em cães resistentes (CA) ou 

susceptíveis a LVC (CS).  

Nossos resultados demonstraram um aumento significativo (p<0,05) na produção de 

ROS pelos macrófagos infectados CD14+GFP+, quando foram co-cultivados com linfócitos T 

CD4+ no grupo CA em comparação com o grupo CS. Nos restantes sistemas de co-cultivo, não 

foram observadas diferenças significativas entre os grupos (Figura 35). 

 

 
Figura 35: Perfil de macrófagos derivados de monócitos sanguíneos produtores de ROS, no contexto de co-cultivo 
com linfócitos T CD4+ e/ou T CD8+ e L. infantum GFP+. O eixo x ilustra os grupos experimentais: cães não 
infectados (CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS). O eixo y representa os valores médios e erro 
padrão do percentual de macrófagos infectados produtores de ROS. A diferença estatística significativa (p<0,05) 
está representada pela letra “a”, relacionada ao grupo CNI.  
 

Tal como acontece com a produção de NO, a infecção pelo parasito de L. infantum 

também tem a capacidade de interferir com a produção de ROS nos macrófagos após a infecção. 

Desta forma, foi avaliada a capacidade de resposta de macrófagos derivados de monócitos dos 

cães de diferentes formas clínicas, com diferentes níveis de parasitismo (MNP, MBP e MAP), 

no que tange à produção de ROS, quando em co-cultivo com linfócitos T CD4+ e/ou CD8+. No 

sistema de co-cultivo sem linfócitos T, foi observado um aumento na frequência de MAP 

produtores de NO em CA, comparativamente a CS. Já no sistema de co-cultivo M+CD4+ foi 

constatada a existência de um maior percentual (p<0,05) de macrófagos produtores de ROS nos 
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MAP do grupo CA, em comparação com os grupos CS e CNI. Em ambos os sistemas de cultivo 

anteriores foi verificada a existência de um maior percentual de MAP do grupo CA (p<0,05) 

produzindo ROS comparado aos MNP e MBP (Figura 36). 

 

Figura 36: Perfil de macrófagos derivados de monócitos sanguíneos produtores de ROS, no contexto de co-cultivo 
com linfócitos T CD4+ e/ou T CD8+ infectados por amastigotas de L. infantum GFP+, de acordo com o nível de 
parasitismo. Nas barras verdes encontramos o percentual de macrófagos não parasitados (MNP) produtores de 
ROS, nas barras amarelas encontramos o percentual de macrófagos com baixo parasitismo (MBP) produtores de 
ROS e nas barras vermelhas o percentual de macrófagos com alto parasitismo (MAP) produtores de ROS. O eixo 
x ilustra os grupos experimentais: cães não infectados (CNI), cães assintomáticos (CA) e cães sintomáticos (CS). 
O eixo y representa os valores médios e erro padrão do percentual de macrófagos infectados e produtores de ROS. 
As diferenças estatísticas significativas (p<0,05) estão representadas pela letra “a”, e “c”, relacionadas aos 
macrófagos com semelhantes níveis de parasitismo dos grupos, CNI e CS, respectivamente. As diferenças entre a 
produção de ROS por macrófagos com diferentes níveis de parasitismo, dentro do mesmo grupo clínico, estão 
representadas pelos traços. 
 

4.6  Correlações entre a carga parasitária, esplenomegalia, parâmetros imunológicos 

esplênicos e hepáticos e relativos ao co-cultivo de células mononucleares do sangue 

periférico 

Apesar das avaliações realizadas até agora terem permitido avaliar a relação de 

parâmetros parasitológicos, esplenomegalia e de variados parâmetros imunológicos com a 

presença ou ausência de sinais clínicos característicos de LVC, foi considerado importante 

entender também quais as correlações entre esses mesmos parâmetros nos compartimentos 

estudados e entre as metodologias realizadas, de forma a melhor esclarecer quais os fatores 

determinantes para o desenvolvimento de uma resposta imune associada à resistência ou 
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susceptibilidade perante a infecção natural por L. infantum.  

No compartimento esplênico de cães infectados por L. infantum foi encontrada 

correlação positiva, com diferença significativa (p<0,05), da carga parasitária com o grau de 

esplenomegalia e a expressão de RNAm de IL-10 (Quadro 6). Foram também encontradas 

correlações negativas, com diferença significativa (p<0,05), entre o parasitismo no baço, com 

o percentual de linfócitos T CD4+ e o percentual de linfócitos T CD4+ produtores de IFN-

 (Quadro 6). Além disso, foi encontrada uma correlação negativa, com diferença significativa 

(p<0,05), do grau de esplenomegalia com o percentual de linfócitos T CD4+, produtores de 

IFN- e uma correlação positiva, com diferença significativa (p<0,05), do grau de 

esplenomegalia com a expressão de RNAm de IL-10 (Quadro 6). Finalmente, neste 

compartimento, foi ainda encontrada uma correlação positiva, com diferença significativa 

(p<0,05), entre a expressão de RNAm de IL-12, com o percentual de linfócitos T CD4+ 

produtores de IFN- assim como, correlações positivas, com diferença significativa (p<0,05),  

do percentual de macrófagos produtores de NO, com o percentual de linfócitos T CD4+ 

produtores de IFN- a expressão de IL-12 e a expressão de iNOS (Quadro 6). 

 

Quadro 6: Correlações entre carga parasitária, esplenomegalia e parâmetros imunológicos no compartimento 
esplênico 
 

Parâmetros Baço p (<0,05) 
r de Pearson  
ou Spearman 

%CD4+ vs Carga parasitária 0,0429 -0,5346 

%CD4+IFN-+ vs Carga parasitária 0,0029 -0,6601 

%CD4+IFN-+ vs Esplenomegalia 0,0347 -0,53 

mRNA IL-10 vs Carga parasitária 0,0077 0,5912 

mRNA IL-10 vs Esplenomegalia 0,0152 0,5849 

mRNA IL-10 vs %CD4+IFN-+ 0,0327 -0,5046 

mRNA IL-12 vs %CD4+IFN-+ 0,0216 0,5588 

%MNO vs %CD4+IFN-+ 0,0229 0,5186 

%MNO vs IL-12 0,0104 0,6031 

%MNO vs iNOS 0,0264 0,5527 

 

 

Já no compartimento hepático de cães naturalmente infectados (CA e CS), foram 

encontradas correlações negativas, com diferença significativa (p<0,05), entre a carga 

parasitária e o percentual de linfócitos T CD3+, linfócitos T CD4+, percentual de linfócitos T 
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CD4+ produtores de IFN- e frequência de macrófagos hepáticos produtores de NO (Quadro 6). 

Foram ainda encontradas correlações positivas, com diferença significativa (p<0,05), entre o 

percentual de macrófagos hepáticos produtores de NO e o percentual de linfócitos T CD4+, a 

expressão de RNAm de IFN- e de iNOS (Quadro 7). Foi ainda encontrada uma correlação 

positiva, com diferença significativa (p<0,05), entre a expressão de IFN- e de IL-12 (Quadro 

7). 

 
 
Quadro 7: Correlações entre carga parasitária e parâmetros imunológicos no compartimento hepático 
 

Parâmetros p (<0,05) 
r de Pearson 
ou Spearman 

%CD3+ vs Carga parasitária 0,0327 -0,5047 

%CD4+ vs Carga parasitária 0,0102 -0,5737 

%CD4+IFN-+ vs Carga parasitária 0,0382 -0,5447 

RNAm IFN- vs RNAm IL-12 0,0418 0,484 

% vs %CD4+ 0,0316 0,5441 

% vs mRNA IFN- 0,0412 0,5195 

  vs RNAm iNOS 0,0088 0,5978 

% vs Carga Parasitária 0,0066 -0,6435 

 

 

Em relação às correlações encontradas após o co-cultivo celular de leucócitos 

circulantes, no sistema de co-cultivo M+CD4+, foi observada uma correlação negativa, com 

diferença significativa (p<0,05), entre o índice de infecção e o percentual de linfócitos T CD4+ 

produtores de IFN- Foi ainda encontrada uma correlação positiva, com diferença significativa 

(p<0,05), entre o percentual de linfócitos T CD4+ produtores de IFN- e a frequência de 

macrófagos produtores de NO (Quadro 8). Já em relação ao co-cultivo M+CD4++CD8+, foram 

encontradas correlações negativas, com diferença significativa (p<0,05), entre o índice de 

infecção, a soma do percentual de linfócitos T CD4+ e CD8+ produtores de IFN- (CD4+IFN-

+ + CD8+IFN-+)  e o percentual de macrófagos produtores de NO (Quadro 8). Além disso, foi 

encontrada ainda uma correlação positiva, com diferença significativa (p<0,05), entre a soma 

do percentual de linfócitos T CD4+ e CD8+ produtores de IFN- (CD4+IFN-+ + CD8+IFN-

+) e o percentual de macrófagos produtores de NO (Quadro 8). 
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Quadro 8: Correlações entre índice de infecção e parâmetros imunológicos no contexto de co-cultivo de leucócitos 
circulantes 
 

Parâmetros p (<0,05) 
r de Pearson 
ou Spearman 

%MNO vs %CD4+IFN-+ 0,0104 0,681 

%MNO vs (%CD4+IFN-+  + %CD8+IFN-+) 0,05 0,5503 

CD4+IFN-+ vs Ind. Infecção M+CD4+ 0,0209 -0,589 

(%CD4+IFN-+ + %CD8+IFN-+) vs Ind. infecção CD4+CD8+ 0,016 -0,6508 

NO M+CD4+CD8+ vs Ind. Infecção CD4+CD8+ 0,0385 -0,5571 

 

 

Finalmente, foi considerado importante avaliar a existência de correlações entre 

parâmetros parasitológicos e imunológicos de baço, fígado e co-cultivo. Assim, foi observada 

uma correlação positiva, com diferença significativa (p<0,05), entre as cargas parasitárias 

esplênicas e hepáticas (Quadro 9). Além disso, foi constatada a existência de uma correlação 

positiva, com diferença significativa (p<0,05), entre a carga parasitária hepática e o índice de 

infecção no sistema de co-cultivo M+CD4++CD8+ (Quadro 9). Também encontramos uma 

correlação positiva, com diferença significativa (p<0,05), entre as frequências de linfócitos T 

CD4+ produtores de IFN- no baço e no co-cultivo M+CD4+CD8+ (Quadro 9). Finalmente, foi 

observada uma correlação positiva, com diferença significativa (p<0,05), entre o percentual de 

macrófagos produtores de NO no sistema de co-cultivo M+CD4+CD8+ e a frequência de 

macrófagos produtores de NO no baço e fígado (Quadro 9). 

 
 
Quadro 9: Correlações entre parâmetros imunológicos e parasitológicos das metodologias in vitro e in vivo 
 

Parâmetros p (<0,05) 
r de Pearson 
ou Spearman 

Carga parasitária hepática vs Carga parasitária esplênica <0,0001 0,9383 

CD4+IFN-+CD8+ Co-cultivo vs CD4+IFN-+ Baço 0,0334 0,5699 

MNO + CD4+CD8+ Co-cultivo vs MNO Baço 0,0045 0,6699 

MNO + CD4+CD8+ Co-cultivo vs MNO Fígado 0,0369 0,5419 

Ind. Infecção M+CD4+CD8+ vs Carga hepática 0,0152 0,5941 
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A leishmaniose visceral humana (LVH) se evidencia como uma das principais doenças 

infecto-parasitárias, sendo reportados 3500 casos anuais no Brasil e entre 50 a 90 mil casos no 

mundo anualmente, números que se acredita estarem subestimados devido à existência de 

subnotificações (WHO, 2017, Alvar et al., 2012). 

O cão é considerado desde a década de 50 o principal reservatório doméstico de L. 

infantum, devido à sua grande proximidade com a espécie humana, ao fato de apresentar intenso 

parasitismo cutâneo e à grande frequência de cães infectados assintomáticos em áreas 

endêmicas (muitos não detectados pelos testes sorológicos), capazes de representarem o papel 

de reservartório, transmitindo o parasito para o inseto vetor (Gramiccia & Gradoni, 2005, Esch 

& Petersen, 2013). A leishmaniose visceral canina (LVC) se caracteriza por seu alcance 

multissistêmico, destacando-se o baço e o fígado como dois dos órgãos alvos do parasito mais 

afetados, com intenso parasitismo, resultando em múltiplas alterações morfológicas, tanto 

micro como macroscópicas (Giunchetti et al., 2008, Santana et al., 2008 Melo et al., 2009, Reis 

et al., 2014). 

O macrófago é a célula mais frequentemente parasitada pelas formas amastigotas de L. 

infantum, sendo ainda a célula que atua mais diretamente na sua destruição, mediada pela 

produção intracelular de óxido nítrico (NO) e espécies reativas de oxigênio (ROS) (Channon et 

al., 1984, Carneiro et al., 2016). 

Diante da importância do cão, tanto no seu papel de reservatório do parasito para a 

transmissão e infecção humana, como na perspectiva da medicina veterinária é importante o 

desenvolvimento de estudos que permitam colmatar a escassez de conhecimento sobre os 

fatores imunológicos determinantes para o estabelecimento de uma infecção assintomática ou 

sintomática por Leishmania infantum, no compartimento esplênico e hepático em cães 

naturalmente infectados. Além disso, é também importante o desenvolvimento e validação de 

metodologias in vitro, que permitam simular de forma o mais fidedigna possível a resposta 

imune compartimentalizada da LVC, evitando os procedimentos invasivos que impliquem na 

avaliação direta nas células esplênicas e hepáticas. 

Sendo assim, neste estudo foi avaliada a relação das formas clínicas (assintomática e 

sintomática) da LVC, com a esplenomegalia, a carga parasitária e a expressão de parâmetros 

imunológicos no compartimento esplênico, hepático e num sistema de co-cultivo in vitro, 

utilizando células derivadas de leucócitos circulantes, em cães naturalmente infectados com L. 

infantum.  

Para cumprir com este objetivo, foram utilizados 27 cães, distribuídos por um grupo de 

cães não infectados (CNI - composto por cães saudáveis), um grupo de cães naturalmente 
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infectados assintomáticos (CA - sem sinais clínicos da doença) e um grupo de cães naturalmente 

infectados sintomáticos (CS - apresentando sinais clínicos característicos da doença). Como 

critério de inclusão nos grupos infectados foi utilizado a positividade nos testes sorológicos 

preconizados pelo Ministério da Saúde (ELISA® e DPP® produzidos pela Bio-Manguinhos). 

De forma a complementar os testes sorológicos, realizamos avaliações parasitológicas, tal como 

a mielocultura em meio NNN/LIT, para isolamento e identificação de formas promastigotas do 

parasito. Nesse sentido, foi possível proceder ao isolamento de formas promastigotas na 

mielocultura da totalidade dos cães infectados, assintomáticos e sintomáticos. Estes resultados 

corroboram com as observações de Reis et al., (2006) que demonstraram uma alta frequência 

de isolamento na mielocultura de cães infectados por L. infantum.  

 Além do isolamento de formas promastigotas de L.infantum em mielocultura, avaliamos 

ainda, a carga parasitária no compartimento esplênico e hepático de cães do grupo CA e CS, 

utilizando a técnica de PCR em tempo real. Foi observado que a carga parasitária no baço e no 

fígado de cães do grupo CA, é inferior à carga do grupo CS. Estes resultados foram confirmados 

utilizando o método de LDU (Leishman Donovan Units), a partir de esfregaços por aposição de 

baço e fígado corados com Panótico Rápido InstantProv e posterior contagem do número de 

formas amastigotas por 1000 células nucleadas, ao microscópio ótico. Os resultados da LDU 

revelaram uma menor carga parasitária no compartimento esplênico do grupo CA, por 

comparação ao grupo CS. Além disso, verificamos também uma correlação fortemente positiva 

entre a carga parasitária do baço e do fígado, avaliada por PCR em tempo real. Outros autores 

já demonstraram a existência de maior carga parasitária esplênica e hepática no grupo CS em 

relação ao grupo CA, (Reis et al., 2006a; Giunchetti et al., 2008; dos Santos et al., 2011; Reis 

et al., 2014; Nascimento et al., 2015). de Michelin et al., (2011) também encontraram uma 

correlação positiva entre as cargas parasitárias destes dois órgãos em cães naturalmente 

infectados. 

 Juntamente com uma alta carga parasitária esplênica é comum ocorrência de alterações 

morfológicas na arquitetura do baço (Santana et al., 2008, Tasca et al., 2009, Cavalcanti et al., 

2015). Assim, alterações microvasculares, resultam na desorganização estrutural da arquitetura 

esplênica, resultando a nível macroscópico num aumento de tamanho do órgão (Engwerda et 

al., 2002, Alexandre-Pires et al., 2006, Santana et al., 2008, Cavalcanti et al., 2015). A 

esplenomegalia é descrita na literatura como um sinal clínico importante na LVC, podendo estar 

presente em 20% a 100% dos cães sintomáticos (Ciaramella et al., 1997; Almeida et al., 2005, 

Reis et al. 2009; Solano-Gallego et al. 2011). O maior grau de esplenomegalia observado em 

cães do grupo CS, vem colmatar o défice de estudos existentes na literatura relacionando, esta 
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alteração esplênica ao quadro clínico de cães infectados por L. infantum. No entanto, existem 

trabalhos demonstrando um aumento da espessura do baço em cães e humanos, mesmo 

apresentando uma resposta imune associada com a resistência a doença (Oliva et al., 1995; 

Roatt et al., 2017). Além da relação com a forma clínica, também foi possível observar neste 

trabalho uma correlação fortemente positiva entre o grau de esplenomegalia e a carga parasitária 

esplênica. A presença de uma correlação positiva entre o grau de esplenomegalia e a carga 

parasitária no sangue de pacientes infectados por L. infantum, já foi descrita na literatura 

(Bhattacharya et al., 2016). Roatt et al., (2017) verificaram, após vacinação terapêutica com 

LBMPL (vacina composta por antígenos de L. braziliensis associada ao adjuvante monofosforil 

lípídio A) em cães naturalmente infectados, uma diminuição na carga parasitária na pele e 

medula óssea, em conjunto com a diminuição do grau de esplenomegalia, indicando uma 

relação entre estes dois parâmetros. 

 Tanto nos cães naturalmente infectados, como nos cães não infectados, foram avaliadas 

as principais alterações hematológicas e bioquímicas séricas. Estes parâmetros são importantes 

para o estabelecimento do prognóstico da doença (Reis et al. 2006b; Reis et al. 2009; Solano-

Gallego et al. 2011; Freitas et al. 2012; Kaszak et al., 2015). A medula óssea é responsável pela 

formação de eritrócitos, plaquetas e leucócitos que são posteriormente liberados na corrente 

sanguínea. Este órgão é um dos mais parasitados no contexto da LVC, o que pode resultar numa 

perturbação da homeostasia do processo hematopoiético (Reis et al., 2006a; Trópia de Abreu et 

al. 2011). Consequentemente, este trabalho buscou avaliar potenciais alterações patológicas na 

concentração das principais populações de células sanguíneas da série branca e vermelha, de 

acordo com a presença de sinais clínicos característicos da doença. A presença de alterações 

eritrocíticas, na forma de anemia normocítica e normocrômica associada a trombocitopenia, em 

cães do grupo CS infectados por L. infantum já foi descrita na literatura (Keenan et al., 1984, 

Koutinas et al., 1999, Reis et al., 2006, Nicolato et al., 2013). Por outro lado, a existência de 

alterações nos parâmetros eritrocíticos e trombocíticos no grupo CA é controversa. Existem 

trabalhos que defendem que a infecção subclínica não conduz a alterações no hemograma (Reis 

et al., 2006a, Coura-vital et al., 2011, Nicolato et al., 2013). Outros trabalhos, corroborando 

com os nossos resultados, demonstram a existência de alterações eritrocíticas prévias ao 

aparecimento de sinais clínicos (De Almeida et al., 2014, Abbehusen, 2017). As alterações do 

leucograma no contexto da leishmaniose visceral são de difícil interpretação, já que, podem 

estar associados a disfunções medulares, ou à migração leucocitária para outros órgãos em 

resposta à infecção, gerando o processo inflamatório crônico característico da LV. Ribeiro et 

al., (2013) e Freitas et al., (2012) não encontraram quaisquer alterações no leucograma de cães 
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dos grupos CNI, CA e CS. Embora a maioria dos trabalhos refiram a existência de 

monocitopenia em cães com presença de sinais clínicos (Reis et al., 2006, Nicolato et al., 2013, 

De Almeida et al., 2014), existem outros trabalhos que, corroborando com os nossos resultados, 

encontraram monocitose no grupo de cães infectados sintomáticos (Mattos Jr. et al., 2004, 

Soares et al., 2005). Esta monocitose no grupo CS, pode ser explicada por uma disfunção na 

migração de monócitos para os órgãos infectados pelo parasito, em resposta a uma carga 

parasitária intensa. Desta forma, Murray et al. (2017) verificaram uma diminuição da expressão 

de CCL5 e no recrutamento de monócitos, no fígado de animais infectados após deleção de 

IFN- indicando que existe um recrutamento de monócitos para o fígado dependente, pelo 

menos em parte de IFN- Isto pode explicar o aumento de monócitos circulantes encontrado 

em CS, cuja produção de IFN- por linfócitos T esplênicos e hepáticos é menor do que no grupo 

CA. 

Em relação ao proteinograma, a composição do perfil eletroforético das proteínas 

plasmáticas na LVC sofre alteração, tanto nas concentrações séricas de albuminas, globulina e 

na razão albumina e globulina séricas (A/G). O aumento das concentrações séricas de 

globulinas em cães com LVC, se deve frequentemente a um aumento nas frações β e γ, enquanto 

a diminuição de albumina pode indicar alterações funcionais hepáticas, entre outros fatores 

(Amusategui et al. 2003; Reis et al. 2006). As alterações na concentração de proteínas séricas, 

são frequentemente associadas à severidade da doença. De forma surpreendente, não foram 

encontradas, neste estudo, diferenças significativas em função da presença de sinais clínicos. 

Corroborando com nossos resultados, Ribeiro et al., (2013) observaram que os cães 

sintomáticos, bem como os assintomáticos, apresentam alterações semelhantes nos níveis de 

proteínas séricas e na razão A/G em comparação com cães não infectados.  

O baço e o fígado são dois dos órgãos alvos do parasito mais acometidos durante a 

evolução clínica da LVC, sendo locais de eleição para o alojamento e multiplicação das formas 

parasitárias, no estabelecimento de uma resposta adaptativa durante a LVC (Reis et al., 2006a, 

Giunchetti et al., 2008). No decurso da infecção por L. infantum, o baço sofre alterações 

estruturais micro e macroscópicas e a ativação das células imunes presentes neste órgão está 

intimamente ligada ao perfil de resistência ou susceptibilidade à doença, assim como com a 

evolução do quadro clínico dos cães infectados (Santana et al., 2008, Reis et al., 2014, 

Cavalcanti et al., 2015). 

A relação entre a infecção hepática por L. infantum e o desenvolvimento de alterações 

estruturais neste órgão já foi estudada por alguns autores (Meleney, 1925, Andrade & Andrade, 
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1966, Tafuri et al., 1996). Giunchetti et al., (2008) estabeleceram a relação entre as alterações 

histológicas hepáticas decorrentes da LVC e a presença de infecção parasitária intensa neste 

órgão. Desta forma, já existem relatos descritos na literatura sobre as alterações histológicas e 

a evolução da carga parasitária hepática durante a infecção por L. infantum na LVC.  No entanto, 

existem ainda várias questões em aberto relativas à associação entre a resposta imune no fígado, 

a carga parasitária e o status clínico de cães naturalmente infectados por L. infantum. 

Os linfócitos T (CD3+), nomeadamente as suas subpopulações CD4+ e CD8+, são 

determinantes para o desenvolvimento de uma resposta imune que conduza à resistência ou 

susceptibilidade perante a infecção por L.infantum, através das suas expansões periféricas, da 

produção de citocinas como o IFN-, a IL-4 e a IL-10 e da migração para os principais sítios 

acometidos, iniciando o processo inflamatório. Perante isto, foi considerado importante avaliar 

o percentual destas células e sua capacidade funcional nos compartimentos hepáticos e 

esplênicos, dos cães com diferentes formas clínicas de LVC.  

A predominância de linfócitos T CD3+  no baço de cães infectados observada neste 

trabalho não encontrou paralelo com outros estudos existentes na literatura, que não 

encontraram diferenças entre os grupos, ou verificaram um maior percentual de linfócitos T 

CD3+ em cães não infectados (Reis et al., 2014, Moreira et al., 2017) Em relação ao 

compartimento hepático, corroborando com nossos resultados, Moreira et al., (2017), 

observaram um percentual elevado de linfócitos T CD3+ no fígado de cães infectados, em 

comparação com cães não infectados.  

A maior frequência de linfócitos T CD8+ observada no baço de cães infectados foi 

corroborada por Guerra et al., (2009), que encontraram percentuais mais elevados destas células 

no baço de cães com parasitismo moderado, em comparação com CNI, enquanto Reis et al. 

(2014) observaram um maior percentual de linfócitos T CD8+ no compartimento esplênico do 

grupo CA em relação ao grupo CNI. Isto nos indica que a infecção por L. infantum promove o 

recrutamento de linfócitos T CD8+ para o baço de cães infectados. Já em relação ao fígado, de 

forma diferente ao observado neste trabalho, Sanchez et al., (2004), encontraram um percentual 

maior de linfócitos T CD8+ no fígado de cães assintomáticos, em relação a cães sintomáticos. 

Embora nossos resultados se encontrem em desacordo com a maioria dos dados presentes na 

literatura, que apontam para um maior percentual de linfócitos T CD8+ no compartimento 

hepático de cães assintomáticos, é importante ressaltar que que os linfócitos T CD8+ apresentam 

uma exaustão mais intensa e mais precoce do que os linfócitos T CD4+ (Esch et al., 2013, 

Wherry & Kurachi, 2015). Nesse sentido, devido a este estado de exaustão pré-clínico que os 

linfócitos T CD8+ apresentam, é natural que uma maior presença destas células não esteja 
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associada diretamente ao estabelecimento de um quadro assintomático e de controle do 

parasitismo. 

Em relação ao percentual de linfócitos T CD4+ no compartimento esplênico foi 

observado que os cães infectados apresentam um menor percentual destas células em relação 

ao grupo CNI. No entanto, é importante destacar que a diferença para o grupo CA foi menor 

(p=0,02) do que para o grupo CS (p=0,0013). Além disso, foi encontrada uma correlação 

negativa entre o percentual de linfócitos T CD4+ esplênicos e a carga parasitária neste órgão. 

Os resultados de da Silva et al., (2018) corroboram com nossos resultados, onde verificaram a 

existência de um percentual maior de linfócitos T CD4+ em baços com arquitetura organizada, 

do que em baços com arquitetura desorganizada. Como foi citado anteriormente, a 

esplenomegalia é consequência direta da desorganização estrutural do compartimento esplênico 

e está intimamente relacionada com a carga parasitária esplênica, bem como a susceptibilidade 

na LVC (Oliva et al., 1995, Roatt et al., 2017, da Silva et al., 2018). Corroborando com a menor 

frequência de linfócitos T CD4+ encontrada no fígado do grupo CS, Sanchez et al., (2004) 

observaram um menor percentual de linfócitos T CD4+ no fígado de cães sintomáticos em 

comparação aos que apresentavam infecção subclínica. 

Após avaliar o percentual dos linfócitos T totais e de cada uma das suas subpopulações, 

procedemos a avaliação do percentual destas células produzindo IFN- e IL-4 no baço e fígado 

de cães pertencentes aos grupos CNI, CA e CS. Com base em dados recolhidos a partir da 

infecção de modelos experimentais, o estabelecimento de uma resposta imune que conduza à 

resistência contra a infecção por Leishmania, implica a produção de IL-12 por células 

apresentadoras de antígeno (APC) e a produção de IFN- por linfócitos T (Scott et al., 1989; 

Heinzel et al., 1995). 

Os linfócitos T CD4+ desempenham um papel fundamental na geração de uma resposta 

imune associada à resistência em várias infecções parasitárias (Sacks, 2014). Em resposta à 

produção de IL-12, estas células são capazes de se proliferar e produzir IFN- citocina 

determinante para o desenvolvimento de uma resposta imune com perfil resistente à LV (Taylor 

& Murray, 1997; Polley et al., 2005, Zhu et al., 2010).  De forma surpreendente, a maioria dos 

autores não encontraram diferenças entre a expressão de RNAm de IFN- no baço de cães com 

forma assintomática ou sintomática de LVC, ou verificou uma maior expressão desta citocina 

em cães sintomáticos (Lage et al., 2007, Correa et al., 2007, Sanches et al., 2014). Corroborando 

com a relação observada entre a produção elevada de IFN- por linfócitos T CD4+ no baço e 

fígado, a infecção assintomática e um baixo parasitismo esplênico, Nascimento et al., (2015) 
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verificaram que cães com menor carga parasitária esplênica expressam mais IFN- neste órgão 

do que cães com maior carga parasitária. Além disso, Paun et al., (2011) verificaram que o fator 

regulatório de interferon 5 (IRF-5) é determinante para o estabelecimento de uma resposta 

imune associada à resistência no fígado, após infecção com L. donovani. Os mesmos autores 

observaram que, a deleção desta proteína em camundongos, resulta numa diminuição 

significativa no percentual de linfócitos T CD4+ produtores de IFN- associada a uma maior 

carga parasitária hepática. Da mesma forma, Gomes-Pereira et al., (2004) observaram uma 

menor carga parasitária no fígado coincidente com um aumento nos níveis de IFN- nesse órgão 

numa linhagem de camundongos resistentes à infecção por L. infantum. Murray, (1987) 

observou que o tratamento de camundongos infectados com L. donovani, com uma infusão 

contínua de IFN-, contribuiu para a redução da carga parasitária hepática. Murray et al., (2001) 

concluíram que o controle da infecção hepática é dependente de IL-12 e IFN-. Correa et al., 

(2007) concluíram que cães assintomáticos apresentavam uma maior expressão de IFN-, em 

comparação a cães sintomáticos.  

Este é o primeiro trabalho a avaliar especificamente a produção de IFN- por linfócitos 

T CD4+ no baço e fígado de cães infectados por L. infantum, corroborando com os estudos 

nessa área em outros modelos e demonstrando a importância da presença de linfócitos T CD4+ 

capacitados para a produção de IFN-  no estabelecimento de mecanismos imunológicos 

capazes de atuarem no combate do parasito de L.infantum, direcionando o sistema imune para 

uma resposta condizente com a resistência na LVC.   

Quanto às disparidades entre os resultados, existentes na literatura, referentes à 

expressão de RNAm de IFN- no baço de cães infectados por L. infantum, é importante destacar 

que a expressão de RNAm de determinada citocina nem sempre está correlacionada com a 

codificação da proteína correspondente (Amsen et al., 2009, Villarino et al., 2011). Desta forma, 

consideramos a citometria de fluxo como uma técnica mais confiável para avaliar a capacidade 

de células do sistema imune em produzir IFN- uma vez que é capaz de detectar diretamente a 

sua produção, pela célula de interesse. 

Os linfócitos T CD8+ são reconhecidos como componentes centrais da imunidade 

adaptativa devido à sua capacidade citotóxica, à capacidade de produção de citocinas, como o 

IFN- e IL-10, e quimiocinas (Woodland & Dutton, 2003, Stager & Rafati, 2012). Quando estas 

células sofrem uma estimulação prolongada por antígenos patogênicos, reduzem sua 

capacidade efetora e proliferativa, se caracterizando por um perfil de exaustão (Joshi et al., 

2009; Mueller & Achmed 2009). A aparente incapacidade de linfócitos T CD8+ esplênicos e 



Vieira, J. F. P.                                                                                                                                              Discussão 

 94 

hepáticos, de cães naturalmente infectados por L. infantum, para a produção de IFN- é 

corroborada pelas observações de Esch et al., (2013) que concluíram que linfócitos T CD8+ em 

cães naturalmente infectados por L. infantum apresentam uma incapacidade de proliferação e 

produção de citocinas, independente do quadro clínico.  

Como já vimos anteriormente, para produção de IFN- por linfócitos T, é necessária a 

produção de IL-12 por células apresentadores de antígeno, condição essencial para direcionar 

a resposta imune para um perfil de resistência à LVC (Heinzel et al., 1989). Bacellar et al., 

(2000) observaram que a neutralização de IL-12 em CMSP estimulados com SLA, resultou 

numa diminuição na proliferação linfocitária e da concentração de IFN- no sobrenadante de 

cultura. Já adição de IL-12 a CMSP de cães naturalmente infectados por L. infantum, 

estimuladas com SLA, resultou num aumento na expressão de IFN- (Dos santos et al., 

2004) Barbosa et al., (2011) observaram maior expressão de IL-12 em linfonodos de cães do 

grupo CA, comparativamente ao grupo CS. Cavalcanti et al., (2015) concluíram que cães com 

alto parasitismo esplênico apresentavam menor expressão de IL-12, em comparação com os 

cães de baixo parasitismo. Estes trabalhos corroboram com nossos achados, reforçando assim 

o papel da IL-12 na estimulação da produção de IFN- por linfócitos T e estabelecendo ainda 

uma relação entre a expressão de IL-12 e um perfil clínico de resistência perante a LVC. 

Ao contrário da IL-12, a expressão de IL-10 está intimamente ligada ao 

desenvolvimento de uma resposta imune que promove a susceptibilidade a várias espécies de 

Leishmania (Vouldoukis et al., 1997, Kane & Mosser, 2001, Nylen et al., 2007, Alves et al., 

2009). Na leishmaniose visceral experimental o bloqueio desta citocina, resulta no 

desenvolvimento de uma resposta imune associada com a resistência (Murphy et al., 2001, 

Murray et al., 2003). Esta citocina encontra-se em níveis elevados no sangue total de pacientes 

com leishmaniose visceral ativa, sendo que a sua expressão diminui de forma significativa após 

a cura (Singh et al., 2012). Além disso, a neutralização desta citocina já demonstrou resultar 

num aumento na expressão de IFN- e da eliminação de formas amastigotas de Leishmania 

donovani (Gautam et al., 2011). A IL-10 é também capaz de prejudicar a capacidade 

leishmanicida de macrófagos humanos (Vouldoukis et al., 1997). Já na LVC, a maioria dos 

trabalhos não encontrou uma relação entre a expressão de IL-10 esplênica e a severidade clínica 

da doença (Quinnell et al. 2001, Santos-Gomes et al. 2002, Manna et al. 2006, Correa et al. 

2007). No entanto, Alves et al., (2009) encontraram um aumento na expressão de IL-10 em 

linfonodos de cães sintomáticos, comparativamente aos de cães saudáveis. Rosário et al., (2018) 

observaram concentrações superiores de IL-10 no soro de cães sintomáticos. Já Lage et al., 
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(2007) constataram uma maior expressão de IL-10 no compartimento esplênico de cães com 

alto parasitismo neste órgão, em comparação com cães menos parasitados. Estes trabalhos 

corroboram nossos resultados, revelando uma predominância da expressão de IL-10 em cães 

com quadro clínico mais severo e uma relação íntima entre esta citocina e a permanência e 

replicação parasitária no baço. Foi também concluído que a expressão esplênica de IL-10 e a 

produção de IFN- por linfócitos T CD4+ neste órgão, se encontram em polos opostos no 

espectro de fatores determinantes de susceptibilidade e resistência, na infecção natural canina 

por L. infantum.  

Observamos até aqui que o grupo CA apresenta maior produção de IFN- por linfócitos 

T CD4+ e maior expressão de IL-12  no baço e fígado. Com intuito de esclarecer ainda mais os 

mecanismos relacionados a resistência ou susceptibilidade na LVC, foi também avaliada a 

produção de NO e ROS nos macrófagos esplênicos e hepáticos de cães com diferentes formas 

clínicas. Em ambos os compartimentos estudados, foi observada uma tendência para uma maior 

expressão de iNOS, associada a maior produção de NO por macrófagos do grupo CA. 

Macrófagos hepáticos de cães do grupo CA demonstraram ainda, maior potencial para a 

produção de ROS, comparativamente aos de CS. É sabido que macrófagos hepáticos são 

fundamentais no estabelecimento de uma resposta imune eficaz contra infecções por parasitos 

do gênero Leishmania no fígado, sendo que, quando as suas funções efetoras estão prejudicadas, 

ocorre uma maior susceptibilidade do órgão à infecção (Tomioka et al., 2000). Já foi observado 

que a resistência à LV no fígado está associada a uma maior produção de NO e ROS por 

macrófagos hepáticos (Bankoti & Stager, 2012). No entanto, enquanto ambos são necessários 

para conter a infecção nas fases iniciais, com o decorrer da mesma o NO se torna preponderante 

em relação ao ROS (Murray & Nathan, 1999). É já conhecido que macrófagos caninos são 

capazes de produzir NO e ROS em resposta a estimulação com IFN- e LPS, ou após infecção 

por espécies visceralizantes de Leishmania, sendo esta característica fundamental para o 

controle da infecção  (Vouldoukis et al., 1996, Pinelli et al., 2000, Gantt et al., 2001, Holzmuller 

et al., 2005, 2006; Murray et al., 2006, Zafra et al., 2009). Em relação à resposta imune 

compartimentalizada na LVC, já foi observado que a infecção natural canina assintomática se 

encontra associada a maiores expressões de iNOS no baço e fígado (Nascimento et al., 2015). 

Este foi o primeiro trabalho a avaliar a produção intracelular de NO e ROS no 

compartimento esplênico e hepático de cães naturalmente infectados por L. infantum. Os nossos 

resultados permitem concluir que a presença de uma maior produção de IFN- por linfócitos T 

CD4+, baixa expressão de RNAm de IL-10 e alta expressão de IL-12, estão associados a maior 
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produção de NO por macrófagos esplênicos. Já no compartimento hepático, o IL-10 não se 

apresentou como fator contribuinte para o estabelecimento de uma resposta imune associada à 

resistência. No entanto, a produção de ROS por macrófagos hepáticos, parece estar associada a 

um quadro clínico mais favorável. Estes parâmetros imunológicos hepáticos e esplênicos estão 

intimamente relacionados com o estabelecimento da infecção pelo parasito de L. infantum, 

assim como, com a história natural de desenvolvimento da doença e o aparecimento de seus 

sinais e sintomas clínicos.  

Grande parte dos trabalhos que pretendem avaliar a resposta imune de cães com LVC, 

são baseados na avaliação imunológica de leucócitos circulantes ou diretamente nos órgãos 

afetados (Giunchetti et al., 2008, Esch et al., 2013, Reis et al., 2014, Roatt et al., 2017).  

As avaliações utilizando leucócitos circulantes, embora apresentem resultados 

interessantes, são normalmente realizadas após estímulos, como o antígeno solúvel de 

Leishmania, que não são totalmente representativos do curso natural da infecção. Nateghi 

Rostami et al., (2010), num ensaio de co-cultivo semelhante ao realizado neste trabalho, após 

estimulação com antígeno solúvel de Leishmania e com promastigotas vivos de L. major, 

concluíram que quando o estímulo é realizado com parasitos vivos, existe uma maior produção 

de citocinas relevantes para o curso da resposta imune contra a infecção. Isto nos indica que a 

utilização de formas promastigotas, como estímulo para a ativação de células do sistema imune 

de cães infectados por L. infantum, apresenta vantagens em relação a outros estímulos. Desta 

forma, é proposto que os resultados decorrentes desta metodologia, podem ser extrapolados de 

forma mais fidedigna para o curso natural da infecção nos diversos compartimentos afetados. 

 Nesse sentido, de forma a verificar se existem variações nos níveis de parasitismo de 

macrófagos derivados de monócitos do sangue periférico de CNI, CA e CS, em diferentes 

condições de co-cultivo (M+CD4+, M+CD8+ e M+CD4++CD8+), avaliamos a variação da 

taxa de infecção (TI) e da intensidade da infecção, entre as culturas contendo exclusivamente 

macrófagos infectados e as culturas de macrófagos infectados em condições de co-cultivo com 

subpopulações de linfócitos T (CD4+ e /ou CD8+).  

Foi demonstrado que em cães do grupo CA a presença de subpopulações de linfócitos 

T em cultivo com macrófagos resultou em uma maior redução da taxa e intensidade de infecção, 

comparativamente ao grupo CS. Desta forma, pode ser estabelecido um paralelismo entre estes 

resultados e a predominância de linfócitos T CD3+ e linfócitos T CD4+, no baço e fígado do 

grupo CA, assim como a associação destas populações celulares a baixa carga parasitária em 

ambos os órgãos, reforçando assim a importância dos linfócitos T na eliminação parasitária 

após infecção por L. infantum.  Holzmuller et al., (2005) observaram um aumento de capacidade 
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leishmanicida em macrófagos derivados de monócitos de cães vacinados com antígenos de L. 

infantum, em comparação com cães não vacinados, quando cultivados com linfócitos autólogos. 

 A importância dos linfócitos T CD4+ para a resistência à infecção, no contexto da LV é 

reconhecida (Rosas et al., 2006, Esch et al., 2013, Matralis et al., 2016). Esch et al., (2013) 

observaram que linfócitos T CD4+ das CMSP de cães assintomáticos apresentavam um perfil 

de ativação com maior capacidade de proliferação, maior produção de IFN-, menor produção 

de IL-10, promovendo assim uma menor carga parasitária. A diminuição da taxa e da 

intensidade da infecção no grupo CA, nos sistemas de co-cultivo M+CD4+ e M+CD4++CD8+ 

pode ser explicado pelo aumento da produção de IFN- pelos linfócitos T CD4+ deste grupo 

clínico. No entanto, no sistema de co-cultivo M+CD8+ não existiram diferenças na produção 

de IFN- por esta subpopulação de linfócitos T entre os grupos infectados. Desta forma, outros 

fatores, que não a produção de IFN- parecem ser responsáveis pelo menor índice de infecção 

observada no grupo CA neste sistema de co-cultivo. Assim, a maior capacidade leishmanicida 

dos macrófagos de cães do grupo CA, quando em cultivo com linfócitos T CD8+ pode estar 

relacionada à capacidade citotóxica própria destas células, que já foi associadada à eliminação 

de outros patógenos intracelulares (Wizel et al., 1998, Smith et al., 1999). Gautam et al., (2014) 

observaram um aumento do parasitismo em culturas de esplenócitos após remoção dos 

linfócitos T CD8+, sugerindo um papel destas células na eliminação parasitária. Kaushal et al., 

(2014) verificaram a existência de um aumento na expressão de granzima b nas CMSP de 

pacientes com LV após o tratamento, em comparação com pacientes não tratados. São 

necessários mais estudos para esclarecer o papel da função citotóxica dos linfócitos T CD8+ na 

proteção contra a LVC. A maior redução da intensidade de infecção no sistema 

M+CD4++CD8+, comparativamente aos restantes sistemas de co-cultivo, pode ser explicada 

pela reconhecida capacidade dos linfócitos T CD4+, na reversão parcial da exaustão de 

linfócitos T CD8+ (Matloubian et al., 1994). 

Afim de avaliarmos o papel da produção de IFN- e IL-4 por linfócitos T no 

desenvolvimento de uma resposta imune que conduza a uma ativação dos macrófagos para um 

melhor desempenho na produção de NO e ROS e, consequentemente, à capacidade de 

macrófagos de cães do grupo CA e CS resistirem à infecção por parasitos vivos, foi avaliado o 

percentual de linfócitos T CD4+ e linfócitos T CD8+ produtores destas citocinas nos três 

sistemas de co-cultivo (M+CD4+, M+CD8+ e M+CD4++CD8+).  

Foi observada uma predominância de linfócitos T CD4+ produtores de IFN- em 

cultivos de cães do grupo CA, enquanto que os cultivos de cães com doença aparente, se 
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caracterizavam por uma maior frequência de linfócitos T CD4+ produtores de IL-4. Isso se 

traduziu numa maior produção de NO por macrófagos de CA, nos cultivos em que a 

subpopulação T CD4+ se encontrava presente. Reconhecidamente, a expressão de IFN- é 

essencial para o desenvolvimento de resistência frente à evolução da LV (Pinelli et al., 1995, 

Murray et al., 2003). Rosas et al., (2006) também demonstraram que a presença de linfócitos T 

CD4+ produtores de IFN- contribui para o desenvolvimento de resistência contra a infecção 

por L. donovani. Num trabalho que avaliou o percentual de linfócitos T CD4+ produtores de 

IFN- no sangue de cães naturalmente infectados por L. infantum, Matralis et al., (2016) 

observaram que o grupo CA apresentava um maior percentual destas células do que o grupo 

CS.  

Muitos autores demonstraram que o NO está intimamente ligado a atividade 

leishmanicida em macrófagos de cães infectados por L. infantum (Panaro et al., 1998, 2001; 

Pinelli et al., 2000). Holzmuller et al., (2005) observaram uma relação entre o aumento da 

produção de IFN- por linfócitos autólogos e o aumento da produção de NO por macrófagos 

derivados de monócitos de cães infectados após imunização, em condições experimentais 

semelhantes a este trabalho.  Liew et al., (1990) observaram que após infecção com L. major a 

ativação clássica dos macrófagos é mediada pela produção de IFN- por células Th1, 

estimulando primeiramente a expressão de iNOS, que catalisa a L-arginina para gerar óxido 

nítrico. Já Prajeet et al., (2011) observaram que após a infecção de macrófagos murinos com L. 

infantum e cultivo com células NK, a ativação dos macrófagos era dependente de IFN- e iNOS. 

Na infecção canina, Roatt et al. (2017), observaram que após o tratamento com LBMPL a 

produção de IFN- por linfócitos T CD4+ é maior do que a dos cães não tratados 

Partindo desta metodologia in vitro, este trabalho confirma os dados existentes na 

literatura, majoritariamente em trabalhos realizados em CMSP de cães infectados, que indicam 

a importância da ativação de linfócitos T CD4+ para a produção de IFN- e a sua relação na 

ativação dos macrófagos para a produção de NO, culminando no estabelecimento de uma 

infecção assintomática em cães naturalmente infectados por L. infantum. A correlação positiva 

entre a produção de IFN- por linfócitos T CD4+ e a expressão de NO por macrófagos derivados 

de monócitos circulantes, nos indica também o poder desta citocina, como ativadora de células 

macrófágicas para a produção deste mediador fundamental no combate contra o parasito.  

Diferentes trabalhos na literatura relacionam a citocina IL-4 com a susceptibilidade à 

infecção por várias espécies de Leishmania (Afonso & Scott, 1993; Satoskar et al., 1995; Kopf 

et al., 1996; Mohrs et al., 1999). Vouldoukis et al., (1997) concluíram que a infecção de 
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macrófagos derivados de monócitos humanos com L. infantum apresentam menor produção de 

NO na presença de IL-4. Além disso, monócitos murinos e humanos ativados in vitro com LPS, 

na presença de IL-4, apresentam um aumento na produção da citocina imunomoduladora IL-10 

e diminuição na produção de IL-12, reconhecidamente essencial para a ativação de linfócitos T 

para a produção de IFN- (Kambayashi et al. 1996, Cao et al., 2005). Em concordância com 

estes resultados, Kropf et al., 1996 concluíram que, na presença de IL-4, macrófagos murinos 

infectados com L. major apresentaram uma maior atividade de arginase, que quando inibida 

levou a uma redução do tamanho da lesão e da carga parasitária, sugerindo assim que a presença 

de IL-4 conduz à menor expressão de NO, assim como uma maior carga parasitária. A relação 

entre a níveis elevados de IL-4 e a susceptibilidade na infecção natural canina por L. infantum 

já foi observada (Pinheiro et al., 2005, Roatt et al., 2017) 

Nossa abordagem in vitro confirma os resultados presentes na literatura, que apontam 

para um efeito deletério do IL-4, na ativação de macrófagos e produção de NO. Tendo em conta 

a maior produção de IL-4 por linfócitos T CD4+ de cães sintomáticos e a presença de maior 

parasitismo nos macrófagos destes animais, é sugerido ainda que esta citocina favorece a 

sobrevida e replicação das formas amastigotas no interior de macrófagos. 

A ausência de diferença entre o percentual de linfócitos T CD8+ produtores de IFN- de 

CA e CS, pode explicar a ausência de diferenças entre a produção de NO por macrófagos 

infectados de CA e CS, no sistema de co-cultivo M+CD8+. Nesse sentido, foi observado por 

Stern et al (1988) que linfócitos T CD4+ esplênicos apresentam um maior potencial para 

expressão de IFN- em comparação com linfócitos T CD8+. Em relação à ausência de diferença 

estatística entre a produção de IFN- por linfócitos T CD8+ nos grupos CA e CS, foi observado 

por Joshi et al., (2009), no modelo murino, que a infecção por L. donovani prejudica a resposta 

imune antígeno-específica, associada a uma diminuição na produção de IFN- pelos linfócitos 

T CD8+. Esch et al., (2013) observaram, em cães infectados por L. infantum, que a exaustão de 

linfócitos T CD8+ ocorre previamente ao aparecimento de sinais clínicos, verificando a ausência 

de diferenças significativas entre a produção de IFN- por linfócitos T CD8+ de CA e CS. 

Matralis et al., (2016) verificaram a existência de percentuais significativamente superiores de 

linfócitos T CD8+ produtores de IL-4 no soro de CS, comparativamente a CA, após estimulação 

com ASL. Roatt et al. (2017), observaram que após o tratamento com LBMPL a produção de 

IL-4 por linfócitos T CD8+ diminui em relação aos cães não tratados, indicando uma associação 

entre um menor percentual destas células e um perfil de resistência à doença.  

Os resultados do nosso estudo, referentes ao sistema de co-cultivo, reforçam a 
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importância de IFN- como citocina fundamental para a produção de NO por macrófagos 

infectados, além da importância da produção de IL-4 como inibidor da produção de NO.  

Além de avaliar a produção de NO em macrófagos derivados de monócitos apenas de 

acordo com a forma clínica de LVC, também foi considerado importante abordar como 

macrófagos provenientes de cães aparentemente resistentes ou susceptíveis à doença eram 

capazes de reagir a situações de baixo ou alto parasitismo. Macrófagos com alto parasitismo 

(MAP) do grupo CA, apresentaram maior produção de NO, do que macrófagos do grupo CS 

nas mesmas condições de parasitismo, em todas as condições de cultivo. Esta diferença não foi 

observadada entre macrófagos com baixo parasitismo (MBP), dos diferentes grupos clínicos. 

Isto nos permite concluir que, neste modelo in vitro, a ativação dos macrófagos para a produção 

de NO acima dos níveis basais, em cães naturalmente infectados por L. infantum, acontece 

apenas a partir de um determinado limiar de infecção parasitária e de forma mais intensa em 

cães assintomáticos. Desta forma, nestas condições de alto parasitismo, os macrófagos do grupo 

CA são capazes de uma produção de NO superior, aos macrófagos do grupo CS. É importante 

ressaltar, que este é o primeiro estudo que avalia a produção intracelular de NO em macrófagos 

infectados por L. infantum, de acordo com a intensidade de parasitismo. No entanto, podemos 

especular que até um determinado nível de parasitismo, o parasito de Leishmania infantum é 

capaz de evitar a produção de IL-12 pelos macrófagos, diminuindo a produção de IFN- por 

linfócitos T CD4+ e induzindo os macrófagos a diminuir a sua produção de NO. Quando o 

parasitismo aumenta, apenas os macrófagos de CA são capazes de esboçar uma reação, sob a 

forma de um aumento pronunciado da capacidade de produção de NO. O direcionamento que 

vimos anteriormente dos linfócitos T do grupo CA para maior produção de IFN- e menor 

produção de IL-4, em comparação às células do grupo CS, nos permite explicar a ativação mais 

eficiente dos macrófagos para produção de NO nos cães com quadro clínico mais favorável. 

Quanto à produção de ROS por macrófagos derivados de monócitos circulantes, esta foi 

observada em todos os sistemas de co-cultivo, no entanto, apenas existiram diferenças 

significativas no sistema de co-cultivo M+CD4+, com um maior percentual de macrófagos 

produtores de ROS em CA, em comparação com CS. Gantt et al., (2001) concluíram que 

macrófagos derivados de monócitos circulantes humanos foram capazes de produzir ROS em 

resposta a infecção por L. infantum. Já Cassatella et al., (1990) observaram que a estimulação 

com LPS e IFN- favorece um aumento na produção de ROS em macrófagos derivados de 

monócitos humanos. No sistema de co-cultivo M+CD4+, verificamos que a produção de IFN-

 em CA, foi superior à de CS, o que não foi observado no sistema M+CD8+. Este achado nos 
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ajuda a explicar a maior produção de ROS pelos macrófagos de CA em co-cultivo com 

linfócitos T CD4+, em comparação com os macrófagos de CS e a razão pela qual estas 

diferenças não foram observadas no sistema de co-cultivo M+CD8+.  

Ao avaliar as diferenças entre a produção de ROS em macrófagos com baixo ou alto 

parasitismo pertencentes aos cães dos diferentes grupos clínicos, verificamos que apenas no 

sistema de co-cultivo M+CD4+, o percentual de macrófagos com alto parasitismo produtores 

de ROS foi superior aos menos parasitados. Além disso, existiram diferenças entre o percentual 

de macrófagos altamente parasitados produtores de ROS de CA, em relação a CS e CNI. Estes 

resultados reforçam o papel fundamental que observamos anteriormente dos linfócitos T CD4+ 

na ativação de macrófagos para a produção de ROS no grupo CA, em relação aos grupos CNI 

e CS. Sugerimos então, que a maior capacidade de produção de IFN-, em detrimento da 

produção de IL-4, determina a capacidade destas células de ativar o macrófago para uma maior 

produção de ROS em situações de parasitismo elevado. 

A investigação das particularidades da resposta imunológica in vitro, utilizado células 

derivadas do sangue periférico, deve tentar apresentar o máximo de similaridades com a 

infecção natural. No caso da infecção por L. infantum, a utilização de formas promastigotas, 

em detrimento de outros estímulos, para induzir a ativação das células do sistema imune, 

permite todo um processo de internalização e apresentação de antígeno, que encontra paralelos 

com a infecção natural. De forma a avaliar se o mecanismo de co-cultivo celular é capaz de 

desencadear uma resposta imune, de alguma forma semelhante à observada nos 

compartimentos esplênicos e hepáticos, foi avaliada a existência de possíveis correlações entre 

os parâmetros imunológicos nas metodologias in vitro e ex vivo. O nosso trabalho observou que 

existiu uma correlação positiva entre produção de IFN- por linfócitos T CD4+ derivados do 

sangue em sistema de co-cultivo e a produção de IFN- por linfócitos T CD4+ esplênicos. Além 

disso, a produção de NO por macrófagos derivados de monócitos em sistema de co-cultivo 

estava positivamente correlacionada com a produção de NO por macrófagos hepáticos e 

esplênicos. Isto nos indica a existência de pontos de contato entre parâmetros imunológicos 

associados à resistência e susceptibilidade a doença no compartimento esplênico, hepático e no 

sistema de co-cultivo celular.  

Tendo em conta as necessidades cada vez maiores de desenvolver técnicas menos 

invasivas para o estudo da resposta imune no cão, consideramos importante a exploração das 

potencialidades da técnica de co-cultivo, podendo ser considerada como possível alternativa 

em substituição de avaliações que envolvam o estudo direto do compartimento esplênico e 
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hepático, em fato, pela elevada correlação existente entre os achados do sistema de co-cultivo 

e da resposta imunológica compartimentalizada, encontradas no baço e fígado. Finalmente, 

tendo em conta a existência de um padrão específico na produção de IFN-, IL-4 e NO, por 

linfócitos T CD4+ e macrófagos, respetivamente, de cães resistentes e susceptíveis, 

consideramos que estes parâmetros, avaliados por esta metodologia, podem funcionar como 

biomarcadores em estudos terapêuticos ou vacinais, indicando se a droga ou vacina foi capaz 

de promover o estabelecimento de uma resposta imune associada com a resistência à infecção 

por L. infantum. 
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O conjunto dos resultados deste trabalho, que buscou avaliar a resposta imune 

compartimentalizada na leishmaniose visceral canina, nos permitiu demonstrar de forma inédita 

a grande importância da produção de IFN- por linfócitos T CD4+ na ativação de macrófagos 

para produção de óxido nítrico e espécies reativas de oxigênio, no compartimento esplênico e 

hepático de cães naturalmente infectados por L. infantum. Este padrão imunológico, é 

considerado favorável para o estabelecimento de uma resposta imune associada à eliminação 

parasitária e uma apresentação clínica menos severa. Após este trabalho, aumenta assim 

consideravelmente o conhecimento existente sobre a resposta imune compartimentalizada 

associada aos extremos clínicos observados na LVC.  

Adicionalmente a resposta imune observada no contexto de co-cultivo celular, 

apresentou alguma capacidade preditiva em relação às respostas imunes hepáticas e esplênicas 

dos cães infectados, nomeadamente, em relação à produção de NO e IFN- por macrófagos e 

linfócitos T CD4+, respectivamente. Sendo assim, sugerimos que esta técnica in vitro pode ser 

utilizada como alternativa mais fidedigna a estudos envolvendo uma avaliação direta da 

resposta imune esplênica e hepática na leishmaniose visceral canina. Parâmetros imunológicos 

recolhidos a partir de co-cultivo celular, apresentam o potencial para funcionar como 

indicadores de sucesso em estudos vacinais ou terapêuticos, podendo também, ser utilizados 

como biomarcadores de resistência e susceptibilidade em futuros estudos que pretendam avaliar 

a história natural da LVC.
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A partir da realização deste trabalho foi possível obter resultados referentes aos fatores 

imunológicos hepáticos e esplênicos, que conduzem a resistência perante a LVC, sob a forma 

de uma infecção com baixa carga parasitária e ausência de sinais clínicos característicos da 

doença. Além disso, utilizando o co-cultivo de células do sangue periférico, após infecção com 

promastigotas vivos de Leishmania infantum, foi possível observar uma resposta imune que 

demonstrou paralelismos com as observações realizadas nos compartimentos hepático e 

esplênico. Neste sentido, a continuidade desse trabalho tem como principais perspectivas 

futuras avaliar:  

 

• O tipo de fibras colágenas e a população celular envolvidas na formação e suporte do 

granuloma hepático característico das Leishmaniose Visceral Canina, por microscopia 

confocal; 

• A expressão, por RNAseq, de RNAm codificante de proteínas associadas com a 

resistência e susceptibilidade no baço e fígado de animais naturalmente infectados e que 

possam ser usados como alvos para retardar ou evitar a deterioração funcional nestes 

órgãos; 

• A concentração das citocinas IL-2, IL-10, TNF-, TGF- pela técnica de ELISA no 

sobrenadante de cultura dos diferentes sistemas de co-cultivos; 

• A concentração de granzima B e perforina, pela técnica de ELISA no sobrenadante de 

cultura dos co-cultivos que incluíram linfócitos T CD8+; 
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9.1  Anexo 1 
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9.2  Anexo 2 
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9.3  Anexo 3  
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9.4  Anexo 4 

 

Quadro 10: Sinais clínicos presentes nos cães do grupo sintomático. 

 

Cão Sinais Clínicos 

C16 
alopecia, dor articular, linfadenopatia 

generalizada, perda de peso 

C26 alopecia, dor articular, úlceras 

C29 
alopecia, apatia, dor articular, linfadenopatia 

generalizada, perda de peso 

C31 

alopecia, apatia, diarreia, emaciação, 

epistaxes, febre, linfadenopatia generalizada, 

queratoconjuntivite, úlceras 

C39 
alopecia, dor articular, emaciação, febre, 

queratoconjuntivite, úlceras 

C209 
apatia, diarreia, emaciação, febre, 

linfadenopatia generalizada, vómito, 

C229 

apatia, convulsões, diarreia, dor articular, 

emaciação, linfadenopatia generalizada, 

queratoconjuntivite, vómito 

C267 

apatia, diarreia, dor articular severa, 

emaciação, linfadenopatia generalizada, 

perda de apetite, úlceras 

C353 
alopecia, linfadenopatia, perda de peso, 

úlceras 

 


