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RESUMO 

 

 

As leishmanioses compreendem um complexo de doenças causadas por parasitas 

intracelulares obrigatórios pertencentes ao gênero Leishmania, tendo os cães domésticos 

como os principais responsáveis pela manutenção da cadeia epidemiológica da doença, 

e sabendo que mais da metade dos cães infectados não manifestam sinais da 

enfermidade, as leishmanioses vêm sendo consideradas como importante problema de 

saúde pública. Avaliou-se o perfil clínico e imunológico de cães naturalmente 

infectados com Leishmania (Leishmania) chagasi no município de São Luís- MA. 

Foram coletadas 20 amostras de sangue de animais positivos e sintomáticos para 

Leishmaniose Visceral Canina (LVC), 20 de animais positivos e assintomáticos e 10 de 

animais sabidamente negativos para a enfermidade. As amostras foram analisadas pelo 

teste imunocromatográfico (DPP/Biomanguinhos) e pelo ELISA (EIE/Biomanguinhos) 

indireto para detecção de anticorpos anti-leishmania. Foi ainda realizada cultura para 

verificar a presença de formas promastigotas do parasito nas amostras positivas. As 

amostras foram encaminhadas para avaliação das séries eritrocitárias, leucocitárias e 

plaquetárias, bem como para determinação das concentrações de ureia, creatinina, AST 

(aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase) e albumina. As alíquotas 

de soro dos animais foram encaminhadas para o Laboratório de Imunologia de Doenças 

Infecciosas da UFMG, para análise e quantificação das citocinas IFN-γ e IL-10. 

Observou-se que os sinais clínicos mais frequentes para LVC foram: linfadenopatia, 

perda de peso, úlceras e onicogrifose. Pode-se concluir que houve alterações 

significativas nos valores dos parâmetros hematimétricos dos animais sintomáticos e 

assintomáticos para LVC, e que os valores de AST, ALT, ureia e creatinina obtidos nas 

análises bioquímicas dos animais não foram estatisticamente significativos, porém as 

análises de albumina apresentaram valores estatisticamente significativos entre os 

grupos (P˂0,05). Em relação às análises imunológicas, observou-se que houve um 

aumento significativo nos níveis de IFN-γ nos animais assintomáticos e um aumento 

significativo de IL-10 nos sintomáticos, sendo estatisticamente diferentes entre os 

grupos (P˂0,05). 

 

Palavras-chave: leishmaniose, sinais clínicos, cão, imunologia 

 



 

 

ABSTRACT 

 

 

Leishmaniasis comprise a complex of diseases caused by intracellular parasites required 

belonging to the genus Leishmania, and domestic dogs as the main responsible for 

maintaining the epidemiological chain of the disease, and knowing that more than half 

of infected dogs do not manifest the disease signs, leishmaniasis They have been 

considered as a major public health problem. We evaluated the clinical and 

immunological profile of dogs naturally infected with Leishmania (Leishmania) chagasi 

in São Luís- MA. It collected 20 blood samples from positive and symptomatic animals 

for Canine Visceral Leishmaniasis (LVC), 20 positive animals, and asymptomatic and 

10 animals known to be negative for the disease. Samples were analyzed by 

immunoassay (DPP/Biomanguinhos) and by ELISA (EIE/Biomanguinhos) for indirect 

detection of anti-Leishmania antibodies. Culture was also performed to verify the 

presence of promastigotes of the parasite in positive samples. The samples were 

submitted for evaluation of the erythrocyte series, leukocyte and platelet, and for 

determining the concentrations of urea, creatinine, AST (aspartate aminotransferase), 

ALT (alanine aminotransferase) and albumin. The rates of serum of animals were taken 

to the Infectious Disease Immunology Laboratory at UFMG for analysis and 

quantification of IFN-γ and IL-10 cytokines. It was observed that the most common 

clinical signs for LVC were lymphadenopathy, weight loss, ulcers and 

onychogryphosis. It can be concluded that there were significant changes in the values  

of parameters of symptomatic animals and asymptomatic for LVC and that AST, ALT, 

urea and creatinine obtained from the biochemical analyzes of the animals were not 

statistically significant, however albumin analyzes showed statistically significant 

differences between groups (P˂0.05). Regarding immunological analysis, it was 

observed that there was a significant increase in IFN-γ levels in asymptomatic animals 

and a significant increase of IL-10 in symptomatic patients, and was statistically 

different between groups (P˂0.05). 

 

Key Words: leishmaniasis, clinical signs, dog, immunology 
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1  INTRODUÇÃO  

 

As leishmanioses compreendem um grupo de doenças crônicas transmitidas por 

parasitas intracelulares do gênero Leishmania. Os cães domésticos são os principais 

responsáveis pela manutenção da cadeia epidemiológica da doença, pois vivem 

diretamente com o homem. Nesse contexto, a leishmaniose vem sendo considerada 

como importante problema de saúde pública. 

As diferentes manifestações clínicas estão relacionadas à espécie de Leishmania 

e a resposta imunológica do hospedeiro, podendo variar desde animais assintomáticos a 

animais sintomáticos apresentando diversas formas clínicas, como febre, perda de peso, 

esplenomegalia, hepatomegalia, anemia e úlceras, este último relacionado à 

leishmaniose cutânea. 

A infecção por Leishmania pode desencadear dois tipos de imunidade adaptativa 

associada à atividade dos linfócitos: a resposta humoral (anticorpos), associada à 

susceptibilidade à doença, e a resposta celular que preferencialmente promove a 

resistência à infecção.  

Em cães assintomáticos, a infecção por Leishmania (Leishmania) chagasi 

normalmente promove a doença sistêmica crônica. No entanto, a evolução pode ser 

aguda e grave, levando o animal a óbito em poucas semanas, ou a doença pode tornar-se 

latente e evoluir para a cura clínica espontânea (GENARO, 1993). Nos cães 

sintomáticos, observa-se uma redução no número de linfócitos TCD4+ concomitante a 

proliferação do parasita nos macrófagos, sugerindo a ausência da resposta imune efetiva 

(BOURDOISEAU et al., 1997a). 

Os fatores iniciais que contribuem para a inibição ou proliferação dos parasitas 

nas células do hospedeiro são pouco compreendidos, mas citocinas tais como IFN-γ, 

interleucina-12 (IL-12), IL-10 e TGF-β são conhecidas por influenciarem na sua 

replicação nos macrófagos (MURRAY et al., 1995; WILSON et al., 1998; WALKER et 

al., 1999). 

Por outro lado, o papel das citocinas da resposta Th2, como IL-4 e IL-10, nos 

animais sintomáticos ainda é controverso, havendo cada vez mais evidências que 

apontam para uma correlação entre estas citocinas e a doença progressiva. As células 

TCD8+ citotóxicas parecem também estar envolvidas na resistência à leishmaniose 

visceral (GOTO e LINDOSO, 2004). 
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Na leishmaniose a indução de óxido nítrico (NO) é um dos principais 

mecanismos efetores utilizados pelos macrófagos para eliminação de Leishmania 

(LIEW, 1990). Já foi demonstrado que animais infectados apresentam ativação da 

enzima óxido nítrico sintetase induzível (iNOS) em órgão infectados (BORIES et al., 

1997), entretanto, são insuficientes, os estudos relacionando a presença de óxido nítrico 

com resistência à infecção nos humanos e nos reservatórios caninos.  

Além disso, uma das moléculas fundamentais na indução da produção de óxido 

nítrico é o IFN- γ, e conforme demonstrado por Santos-Gomes et al. (2008), cães recém-

infectados apresentam uma inibição da produção desta citocina, sugerindo um papel 

imunomodulador do parasita que inibiria a ativação dos macrófagos e 

consequentemente a produção de óxido nítrico. Os estudos que determinam o perfil de 

citocinas em cães com LVC apresentando as diferentes formas clínicas da doença são 

escassos e a participação da IL-10 na progressão da doença não está clara. 

Dessa forma, os resultados provenientes da análise da expressão do IFN-γ e 

TNF-β, possibilitam especular que a expressão aumentada e simultânea desses 

mediadores podem estar intimamente envolvida com mecanismos imunoprotetores 

durante a LVC, visto que, observou-se aumento dessas citocinas na pele de animais 

portadores da forma clínica assintomática (MENEZES-SOUZA, 2009). 

Diante da importância do cão como reservatório do parasita em regiões 

endêmicas para LV humana, em decorrência principalmente do intenso parasitismo 

cutâneo que ocorre nesses animais que são fontes potenciais para flebotomíneos e 

considerando ainda o grande número de casos de LVC nessas áreas principalmente de 

casos assintomáticos (ABRANCHES et al. 1991; REIS et al. 2006ª; MENEZES-

SOUZA, 2009; RESENDE, 2011), o entendimento do perfil imune é de fundamental 

importância para o estabelecimento de marcadores que determinariam a 

resistência/suscetibilidade à infecção por Leishmania chagasi.  

Além disso, a identificação desses marcadores consiste em importantes pré-

requisitos para uma análise mais acurada da resposta imune para ser empregada em 

estudos de novas estratégias imunoprofiláticas ou quimioterápica anti-LVC. 

Adicionalmente, baseado na similaridade entre os sinais clínicos observados na LV 

humana e canina, assim como, na evolução da história natural da doença, o estudo da 

LVC tem sido indicado como alternativa para o entendimento da patogênese da doença 

humana (SANCHEZ et al. 2004; REIS et al. 2006ª; RESENDE, 2011).  
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Desta forma torna-se importante a realização de estudo da expressão de 

citocinas, na infecção natural por Leishmania (Leishmania) chagasi com e sem 

manifestações clínicas no município de São Luís- MA. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Histórico 

 

Os agentes etiológicos das leishmanioses foram observados inicialmente no final 

do século XIX por Cunningham, na Índia, ao descrever formas amastigotas em casos 

humanos denominados “Calazar”. Em 1903, Leishman observou corpúsculos ovais com 

2-3 μm de diâmetro em preparações de baço de um soldado inglês que havia morrido de 

febre Dum-Dum, contraída em Calcutá na Índia. Nesse mesmo período, Donovan 

relatou a observação destes parasitas em aspirados esplênicos de um hindu com 12 anos 

de idade e que estava acometido por febre irregular, enquanto Ross demonstrou que 

estes organismos não eram esporozoários, denominando-o Leishmania donovani 

(BADARÓ, 2002).  

O papel do cão como reservatório da Leishmania foi descrito pela primeira vez 

por Nicolle e Comte, em 1908, na Tunísia, quando experimentalmente foi comprovada a 

infecção deste animal. Posteriormente, em inquérito realizado naquele país, foi 

comprovada a transmissão natural em cães e assim registrado o primeiro foco de LVC 

no mundo. No Brasil, as primeiras evidências de transmissão da LVC foram em Abaeté 

-PA, durante os trabalhos desenvolvidos por comissão do Instituto Oswaldo Cruz para a 

avaliação dessa problemática (LACERDA, 1994). Porém, apenas em 1955, foi 

estabelecido por Deane & Deane (1954) o papel do cão como reservatório, quando 

constatada a transmissão em cães residentes em zona urbana do município de Sobral 

(CE), verificando-se frequência muitas vezes intensa do parasitismo cutâneo.  

No Brasil, Lutz e Neiva em 1912 descreveram pela primeira vez o flebotomíneo 

L. longipalpis como transmissor da LV endemicamente encontrado na região nordeste 

(GUSHI, 2008). A primeira orientação epidemiológica foi determinada a partir dos 

relatórios de Penna, em 1934, em exames histopatológicos de fígado obtidos por meio 

de viscerotomia post-mortem em suspeitos de febre amarela. Registraram-se 41 casos de 

LV em 47.000 amostras histológicas com a seguinte distribuição geográfica dos casos 

positivos: Ceará 15, Bahia 9, Sergipe 5, Alagoas 4, Pará 3, Piauí 3, Rio Grande do Norte 

1 e Pernambuco 1 (BERMAN, 2006; LAINSON, 2005; PARAENSE, 2005). 

 A doença esteve ausente, no Maranhão, até o final da década de 1970 

(BRANDÃO, 1974). Em 1980, começou a incidir em nosso meio (SILVA et al., 1983), 

a partir de bairros da cidade de São Luís, logo se expandindo para outros municípios da 
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Ilha de São Luís (NASCIMENTO et al., 1996; MENDES et al., 2002). Silva et al. 

(1997), estudando a evolução do calazar na Ilha de São Luís, mostrou que a letalidade 

hospitalar anunciada, de 3,9%, estava subestimada, sendo na realidade de 6,7%, em 

decorrência dos óbitos que ocorreram nas residências de pacientes não notificados. 

 Em 2002, a equipe do Centro de Referência em Doenças Infecciosas e 

Parasitárias (CREDIP) da Universidade Federal do Maranhão (UFMA), levantando os 

dados de calazar encontrou uma letalidade de 11,7%. Em 2003, seus integrantes 

acompanharam as ocorrências de calazar e detectaram uma letalidade de 12,5% (SILVA 

et al., 2008). 

2.2 Aspectos gerais das leishmanioses 

 

As leishmanioses têm como agentes etiológicos microrganismos que são 

parasitas intracelulares obrigatórios capazes de infectar diferentes espécies de 

mamíferos e nestes se reproduzirem dentro do sistema fagocítico mononuclear. Esses 

micro-organismos foram sistematicamente alocados no grupo dos chamados 

protozoários eucariontes e são taxonomicamente classificados na Ordem Kinetoplastida, 

Família Trypanosomatidae, Gênero Leishmania, divididos nos Subgêneros Leishmania 

e Viannia (BRASIL, 2006; GONTIJO; MELO, 2004; LAINSON et al., 1987).  

Leishmania (Leishmania) chagasi Cunha & Chagas, 1937 ocorre nas Américas, 

sendo responsável pela LV em seres humanos e cães (LAINSON et al., 1987). Este 

protozoário apresenta três ciclos epidemiológicos distintos no Brasil: o ciclo silvestre, o 

ciclo doméstico ou peridoméstico, que podem se sobrepor, e o ciclo antroponótico 

artificial epidêmico (GONTIJO; MELO, 2004). 

Os cães domésticos são os principais responsáveis pela manutenção da cadeia 

epidemiológica da doença, pois vivem diretamente com o homem. Nesse contexto, é 

que as leishmanioses vêm sendo considerada como importante problema de saúde 

pública. Constituindo uma das mais importantes doenças tropicais negligenciadas no 

mundo, erradicada em quase todos os países desenvolvidos. Em consequência dos 

terríveis sofrimentos e as incapacidades permanentes que ela provoca esta enfermidade 

desperta pouca atenção do governo, pois persiste exclusivamente nas comunidades mais 

pobres e marginalizadas que vivem nas regiões tropicais e subtropicais (OMS, 2007). 

A OMS estima que 350 milhões de pessoas estejam expostas ao risco com 

registro aproximado de dois milhões de novos casos das diferentes formas clínicas. 
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Atualmente, a doença afeta 98 países estimando-se uma prevalência de 14 milhões de 

casos e 50 mil óbitos, número este que, no caso de doenças parasitárias, só é superado 

pelas mortes causadas por malária. (WHO, 2013). 

A epidemiologia da leishmaniose depende das características das espécies de 

parasitas, as características ecológicas dos locais de transmissão, a exposição da 

população humana ao parasita e comportamento humano. Segundo a WHO 

(2014) existem três formas principais da doença. 

A leishmaniose visceral humana (LV também conhecida como calazar) é fatal se 

não tratada. Caracterizada por acessos irregulares de febre, perda de peso, 

esplenomegalia, hepatomegalia e anemia. É altamente endêmica no subcontinente 

indiano e na África Oriental. Estima-se que 200.000 novos casos de LV ocorrem no 

mundo a cada ano. Mais de 90% dos novos casos ocorrem em seis países: Bangladesh, 

Brasil, Etiópia, Índia, Sudão do Sul e Sudão. 

A leishmaniose cutânea (LC) é a forma mais comum da leishmaniose e provoca 

úlceras nas partes expostas do corpo, deixando cicatrizes. Cerca de 100% dos casos de 

LTA ocorrem nas Américas, na bacia do Mediterrâneo, Ásia Central e Oriente 

Médio. Aproximadamente dois terços dos novos casos ocorrem em seis países: 

Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, Irã e a República Árabe da Síria. Estima-se que 

0,7 a 1,3 milhões de novos casos ocorrem anualmente em todo o mundo. 

A leishmaniose mucocutânea leva à destruição parcial ou total das membranas 

mucosas do nariz, boca e garganta. Quase 90% dos casos de leishmaniose mucocutânea 

ocorrem no Estado Plurinacional da Bolívia, Brasil e Peru. 

O cão é o principal reservatório doméstico de Leishmania chagasi/infantum. A 

infecção canina geralmente precede o aparecimento de casos humanos, sendo ainda, 

mais prevalente que a doença humana. Os cães preenchem as condições necessárias 

para serem reservatórios de L. chagasi, por serem altamente susceptíveis à infecção, por 

apresentarem intenso parasitismo cutâneo e também pelo seu convívio junto ao homem 

(DANTAS-TORRES, 2006). 

2.3 Sinais clínicos da Leishmaniose Visceral Canina 

 

Os cães infectados podem apresentar uma grande variedade de perfis clínicos, 

desde aparentemente saudáveis a severamente acometidos, sendo este grau de 

apresentação dos sinais clínicos determinado pela cepa do parasito, genética e estado 
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imunológico do animal (HANDMAN, 2002). Um fato intrigante é que a doença canina 

pode permanecer clinicamente inaparente por longos períodos (LONGSTAFFE et al., 

1983) e este é um dos principais problemas na erradicação da leishmaniose, por isso é 

de extrema importância o estudo imunológico dessa enfermidade. 

Na LVC tem sido reportado que altos títulos de anticorpos anti-Leishmania, 

principalmente IgG e IgM, são detectados em animais sintomáticos (BARBIÉRI, 2006, 

MARQUES, 2008), contudo, não fornecem imunoproteção. Esse perfil de 

imunoglobulinas elevado, consequentemente leva a formação de complexos imunes 

solúveis no sangue, que são depositados em vários órgãos e tecidos como os rins, vasos 

sanguíneos, dentre outros, favorecendo o aparecimento de vários sintomas com 

epistaxe, poliúria e polidipsia, uveíte, conjuntivite e episclerite, úlceras de pele, 

hiperqueratose e poliartrite, hepatoesplenomegalia, perda acentuada de peso, febre e 

onicogrifose, dentre outros (CIARAMELLA e CORONA, 2003, BRACHELENTE et 

al., 2005, BARBIERI, 2006, CARDOSO et al., 2007, REIS et al., 2010,). O depósito de 

complexos imunes sobre o endotélio vascular desencadeia uma reação de 

hipersensibilidade do tipo III (MARQUES, 2008).  

O elemento patogênico secundário está diretamente relacionado com o tipo de 

resposta imunológica desenvolvida pelo hospedeiro mamífero, sendo responsável pelas 

manifestações clínicas características (CIARAMELLA e CORONA, 2003). 

A LVC, de acordo com o aparecimento da sintomatologia, pode ser classificada 

como animais assintomáticos, oligossintomáticos e sintomáticos (IKEDA et al., 2003; 

BRACHELENTE et al., 2005; REIS et al., 2006; CARDOSO et al., 2007). Contudo, 

outra classificação vem sendo proposta de acordo com os sinais clínicos, as alterações 

laboratoriais características e a confirmação do parasita L. chagasi, em doença clínica 

ou subclínica (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). 

Na LVC a anemia é um dos principais achados laboratoriais em cães 

naturalmente infectados, entretanto sua patogênese é muito complexa e pouco 

conhecida, podendo ser ocasionada por hemorragia, falha renal, aplasia medular, dentre 

outras causas (KOUTINAS et al., 1999, CIARAMELLA e CORONA, 2003, REIS et 

al., 2006, DANESHVAR et al., 2009). Com relação à contagem de células brancas, as 

principais alterações relatadas são leucocitose e neutropenia (FREITAS et al., 2011), 

leucopenia com eosinopenia, linfopenia e monocitopenia (REIS et al., 2006; PALUDO 

et al., 2007). 
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Na avaliação bioquímica, é comumente observado aumento nos valores de ureia 

(ABREU-SILVA et al., 2008), proteínas totais e globulinas (REIS et al., 2006, ABREU-

SILVA et al., 2008). A uremia está diretamente relacionada à falha da função renal 

(CIARAMELLA e CORONA, 2003). Já a hiperproteinemia com hiperglobulinemia está 

associada ao aumento na produção de anticorpos anti-leishmania (CIARAMELLA e 

CORONA, 2003). 

Os parâmetros hematológicos e bioquímicos séricos, embora sejam limitados no 

diagnóstico da LVC, são de grande utilidade na avaliação do estado clínico do animal e 

da extensão das lesões em órgãos e tecidos, podendo dar indicações sobre o prognóstico 

do animal (IKEDA et al., 2003, REIS et al., 2006). 

 

2.4 Imunologia 

 

A invasão do hospedeiro por Leishmania envolve componentes da imunidade 

inata e adaptativa, bem como, de resposta imunitária humoral e celular. Na infecção por 

Leishmania chagasi, mostrou-se que a imunidade inata tem um papel crucial no 

controle da disseminação do parasita, e, as primeiras células a surgir no local de 

infecção são os neutrófilos, dando início à fagocitose dos promastigotas, seguidos pelos 

macrófagos (SANTOS-GOMES et al., 2008; MENEZES-SOUZA, 2009). 

As citocinas são produzidas em resposta a diferentes antígenos e podem 

estimular diversas respostas celulares envolvidas na imunidade e na inflamação. A ação 

das citocinas frequentemente é pleiotrópica e redundante. As citocinas geralmente 

influenciam na síntese e a ação de outras citocinas, levando a uma cascata onde a 

segunda ou a terceira citocina pode mediar os efeitos biológicos da primeira. Duas 

citocinas, podem ter efeitos antagônicos ou sinérgicos, locais ou sistêmicos. As 

respostas às citocinas consistem em mudanças na expressão genética nas células alvo, o 

que resulta em novas funções e algumas vezes, na proliferação de células-alvo. 

As citocinas são classificadas em três categorias: mediadores e reguladores da 

imunidade inata, mediadores e reguladores da imunidade adaptativa, e estimuladores da 

hematopoiese. Em geral as citocinas da imunidade inata e adaptativa são produzidas por 

diferentes populações de células e agem em diferentes células alvo. Estas distinções não 

são absolutas, uma vez que uma mesma citocina pode ser produzida durante reações da 

imunidade inata ou adaptativa e diferentes citocinas podem ter ações sobrepostas. As 

citocinas da imunidade inata são mediadores locais ou sistêmicos da inflamação, 
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produzidas em grande quantidade principalmente pelos macrófagos, neutrófilos e 

células natural-killer (NK) em resposta a agentes infeccioso apresentam efeitos locais e 

sistêmicos e usualmente são detectáveis no soro. Diferentemente, as citocinas da 

imunidade adaptativa regulam o crescimento e a ativação de linfocitose de células 

efetoras. Estas citocinas são produzidas principalmente pelos linfócitos T, em pequenas 

quantidades, em resposta ao reconhecimento específico de antígenos estranhos, 

usualmente são indetectáveis no soro e quase sempre têm apenas efeito local (ABBAS 

et al., 2007). 

O estabelecimento da infecção processa-se em três etapas principais: 1. O 

reconhecimento e entrada de Leishmania no macrófago, resistindo às componentes 

citotóxicos do soro; 2. Sobrevivência e multiplicação da Leishmania dentro dos 

fagolisossomas dos macrófagos; 3. Modulação da resposta imunitária mediada pelos 

linfócitos T (HADMAN e BULLEN, 2002; MENEZES-SOUZA, 2009). 

A imunidade efetiva para Leishmania sp. é mediada por células e resulta na 

morte do parasita por macrófagos ativados. Em macrófagos, o óxido nítrico produzido a 

partir do precursor L-arginina, pela enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS), é 

uma das mais importantes moléculas responsáveis pela morte do parasita, tanto in vivo 

quanto in vitro (BOGDAN, 2001). 

Sendo o parasita obrigatoriamente intracelular o seu primeiro alvo são os 

fagócitos. Porém, o controle da infecção está associado à destruição intracelular dos 

amastigotas pelos macrófagos, pela ativação das células NK e pelos linfócitos T 

(SANTOS-GOMES et al., 2008; MENEZES-SOUZA, 2009). 

Os macrófagos possuem várias ações antimicrobianas, mas o principal 

mecanismo leishmanicida é a respiração oxidativa que leva à produção de óxido nítrico 

(NO), (SANTOS- GOMES et al., 2008; SILVA, 2011). Verificou-se que a produção de 

NO é dependente da produção do IFN- γ e do TNF-α (LIEW et al., 1990; SILVA, 

2011). 

Apesar dos macrófagos serem células especializadas na fagocitose e destruição 

de agentes patogênicos, a Leishmania possui um conjunto de estratégias que permitem, 

não só, alterar a produção de citocinas importantes para uma resposta protetora, mas 

também contrariar a atividade dos macrófagos e resistir ao sistema imunitário do 

hospedeiro. 

Além da imunidade inata, a infecção por Leishmania pode desencadear dois 

tipos de imunidade adaptativa, associadas à atividade dos linfócitos: a resposta humoral 
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(anticorpos) associada à susceptibilidade à doença, e a resposta celular que 

preferencialmente promove a resistência à infecção. Na resposta humoral, elevados 

valores de anticorpos não impedem a progressão da doença e estão associados a uma 

diminuição da imunidade celular (ROSA, 2012). 

 A elevada produção de imunoglobulinas favorece o parasita, porque parece 

facilitar a sua internalização nos macrófagos, e no caso dos cães contribuem para a 

patologia, como é o caso da insuficiência renal que é promovida pela deposição de 

anticorpos ao nível dos rins (SANTOS-GOMES et al., 2008). 

Quatro subclasses de IgG anti-Leishmania (IgG1-IgG4) têm sido descritas em 

cães (MAZZA et al., 1995). Atualmente, alguns autores procuram associar a presença 

de determinado subtipo de IgG aos diferentes quadros clínicos de LVC, buscando 

assim, a determinação de marcadores sorológicos de proteção ou de progressão da 

doença. A discussão entre autores, sobre a presença de uma determinada subclasse e a 

consequente predisposição à manifestação ou não de sinais clínicos em cães infectados, 

é ainda controversa (BARBIÉRI, 2006; MENEZES-SOUZA, 2009). 

Trabalhos evidenciam que o perfil de imunoglobulinas se apresenta como um 

importante marcador para monitoramento do prognóstico do estado clínico e da 

densidade parasitária (SOLANO-GALLEGO et al. 2001; QUINNELL et al. 2003; REIS 

et al. 2006b; MENEZES-SOUZA et al, 2009; RESENDE et al. 2011; SILVA, 2011), 

geralmente associado à gravidade do quadro clínico e ao aumento da replicação de 

formas amastigotas em órgãos linfoides. 

Enquanto, alguns autores associam a presença de sinais clínicos de LVC a altos 

níveis de IgG1 (DEPLAZES et al., 1995; NIETO et al. 1999; QUINNELL et al., 2003; 

INIESTA et al., 2005) outros relacionam o subtipo IgG2 a manifestação clínica da 

doença (LEANDRO et al., 2001; REIS et al., 2006b; COSTA-VAL et al., 2007; 

MENEZES-SOUZA, 2009; RESENDE, 2011; SILVA, 2011). 

Na infecção experimental ou natural, o desencadeamento da resposta humoral, 

refletida pelo aumento nos níveis de classes e subclasses de Ig(s) é frequentemente 

associado à progressão clínica da doença, e o estabelecimento da imunidade efetiva 

anti-LVC parece ser dependente da imunidade celular específica (CABRAL et al. 1992; 

PINELLI et al. 1994; REIS et al. 2006a; SILVA, 2011). A avaliação dos níveis das 

subclasses IgG1 e IgG2, tem sido indicado como marcador de evolução clínica mais 

importante do que a avaliação dos níveis de IgG total (DEPLAZES et al. 1995; 

RESENDE, 2011; SILVA, 2011).  
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De maneira geral, a população de linfócitos TCD4+ auxiliares divide-se em duas 

subpopulações: linfócitos TCD4+ auxiliares tipo1 (Th1) e linfócitos TCD4+ auxiliares 

tipo 2 (Th2), as quais são definidas com base no seu padrão de citocinas (MOSMANN 

et al., 1986). 

Em humanos e especialmente em camundongos, caracterizou-se que a 

resistência à infecção está associada a resposta Th1 com a produção de citocinas IL-12, 

IFN-γ e TNF-α, enquanto a suscetibilidade deve-se a resposta regulatória Th2 com a 

produção de IL-4, IL-10 e TGF-β (BARRAL et al., 1993; BOGDAN, 2001; KANE et 

al., 2001; MURRAY et al., 2002; TRINCHIERI et al., 2003; TRINCHIERI et al., 

2007). 

O INF-γ é produzido pelas células T e células NK, estimuladas pela IL-12 

(TRINCHIERI, 1993). Em pacientes com LV a maior fonte de INF-γ são as células 

TCD4+ (BACELLAR et al., 2002). A citocina INF-γ induz a síntese de óxido nítrico 

sintase (iNOS) (REINER e LOCKSLEY, 1995) que produz óxido nítrico e leva a morte 

intracelular dos amastigotas por apoptose, em modelos murinos (EVANS et al., 1993)  

ativando as funções microbicidas (REINER e LOCKSLEY, 1995). Regula 

positivamente a produção de TNF-α, uma citocina pró inflamatória (STEIN e 

GORDON, 1991) envolvida na patogênese da LV e de outras doenças parasitárias e 

bacterianas (GRAU et al., 1989; SARNO et al., 1991). 

Esta citocina junto com a IL-2 tem sido mostrada como importante para a 

resposta imune e para a morte das leishmanias e a sua ausência representa o defeito 

chave na resposta imune a LV (CARVALHO et al., 1985). A produção de INF-γ no 

período inicial da infecção humana por L. (L.) chagasi, foi associada à capacidade do 

hospedeiro em prevenir a progressão da doença (CARVALHO et al., 1992), pois esta 

citocina é crítica para a proteção inata ou adquirida (CARVALHO et al., 1992; 

MURRAY et al., 1992). Estudos mostraram que a inabilidade para o controle da 

replicação de L (L.) donovani, no início da infecção em camundongos, foi associada à 

baixa capacidade das células esplênicas em produzir in vitro INF-γ (KAYE; CURRY; 

BLACKWELL, 1991). 

Carvalho et al. (1994) demonstraram in vitro que a restauração da resposta 

linfoproliferativa para o antígeno de Leishmania sp. ocorreu pela adição de IL-2 e INF-γ 

nas culturas de linfócitos. Os possíveis papéis destas citocinas na restauração da 

resposta pelas células T incluem: o aumento da expressão das moléculas de MHC de 
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classe II nas APC´s (REINER et al., 1988), a regulação negativa da produção de IL-4 e 

IL-10 (MOSMANN e COFFMAN, 1987) e o aumento da ativação de macrófagos 

(LIEW ET al., 1989). 

O INF-γ desenvolveu um papel central na limitação do crescimento de 

Leishmania sp. em macrófagos murinos e humanos e foi limitante na progressão das 

leishmanioses (CARVALHO et al., 1992; MURRAY et al., 1992). Assim, a modulação 

sistêmica ou localizada dos níveis de INF-γ pode ser um determinante crítico da 

resolução da enfermidade (MURRAY et al., 1992). Apesar de sua importância no 

controle da enfermidade, somente o INF-γ não foi suficiente para eliminar o parasita, 

pois houve necessidade também da produção de IL-12, migração de células T e células 

dendríticas para os sítios de parasitismo crônico (MELBY et al., 2001). 

A apoptose de células T foi mostrada na LV experimental, em uma porcentagem 

de 40% de células TCD4+ de camundongos susceptíveis, concomitante a significante 

queda na secreção de IL-2 e INF-γ durante a infecção por L. (L.) donovani, estando 

estes eventos relacionados à imunossupressão (DAS et al., 1999).  

O nível de INF-γ quando analisado isoladamente, não foi um bom indicador de 

resistência à enfermidade ou da eventual cura (KARP et al., 1993; CHAMIZO; 

MORENO; ALVAR, 2005), porque cães infectados com L. (L.) chagasi, apresentando 

ou não sintomatologia manifesta, acumularam níveis similares de INF-γ no soro e na 

medula óssea (QUINNELL et al., 2001).  A produção de INF-γ foi fortemente associada 

à produção de anticorpos, o que sugeriu uma grande regulação positiva de resposta 

imune anti-Leishmania no hospedeiro infectado (QUINNELL et al., 2001). 

Wilson et al. (1996) observaram que na fase inicial da infecção, há elevada carga 

parasitária no fígado, diminuindo progressivamente. Porém a multiplicação no baço se 

mantém baixa, indicando que L. (L.) chagasi promoveu uma replicação eficiente no 

fígado dos camundongos infectados, sugerindo a ausência de INF-γ neste órgão. 

Enquanto que no baço, a presença de INF-γ inibiu a replicação do parasita. 

Santos-Gomes et al. (2002), observaram em células mononucleares do sangue 

periférico, de cães inoculados com formas amastigotas de L. (L.) chagasi, uma baixa 

proporção de cães infectados, não estimulados ou especificamente estimulados, que 

mostraram a expressão de IL-12, IL-2 e INF-γ e este resultado quando associado à baixa 

detecção de IL-10, foi sugerido como ocorrência de um “estabelecimento de silêncio” 

do parasita.  
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Assim, a produção de INF-γ esteve elevada por um breve período durante a fase 

prepatente na infecção experimental e foi ausente durante a fase sintomática. Foi 

observada também produção de INF-γ em cães não infectados, mas somente na cultura 

de células estimuladas pela concanavalina A. 

No estudo realizado por Melby et al. (2001) em camundongos BALB/c 

infectados por L. (L.) donovani foi observado o aumento na produção de INF-γ e IL-12, 

várias semana após a infecção, ao mesmo tempo em que a carga parasitária do baço e do 

fígado declinaram. 

Holzmuller et al. (2005) mostraram que cães imunizados com antígeno 

purificado de promastigotas de L. (L.) infantum exibiram uma eficiente resposta imune 

celular in vitro contra a infecção, caracterizada pelo aumento da atividade leishmanicida 

do INF-γ, que ativou macrófagos, induzindo a produção de grandes quantias de óxido 

nítrico, um potente leishmanicida, com atividade tanto in vitro como in vivo. 

Strauss-Ayali et al. (2005) verificaram que as células mononucleares do sangue 

periférico de cães experimentalmente infectados por L. (L.) infantum proliferaram e 

produziram INF-γ. Em cães naturalmente infectados não houve proliferação de INF-γ, 

entretanto, em cães controle, não proliferaram nem produziram INF-γ. Quando foi 

realizado o estimulo destas células com IL-12 exógeno, houve uma tendência no 

aumento da proliferação e considerável aumento na expressão e produção de INF-γ em 

todos os cães infectados, pois a IL-12 favorece a resposta imune do tipo Th1, como a 

ativação de macrófagos e células NK, além de induzir a produção do INF-γ (ROITT; 

BROSTOFF; MALE, 1997). 

A incapacidade das células TCD4+ de secretar níveis significantes de citocinas 

ativadoras de macrófagos, tais como INF-γ, em resposta aos antígenos de Leishmania 

sp. tem importante papel na imunopatologia da enfermidade (MURRAY; RUBIN; 

ROTHERMEL, 1983; CARVALHO et al., 1985). 

Em cães assintomáticos, a infecção por L. (L.) chagasi normalmente evolui para 

doença sistêmica crônica. Em alguns casos, a evolução pode ser aguda e grave, levando 

o animal a óbito em poucas semanas, ou a doença pode tornar-se latente e evoluir para a 

cura clínica espontânea (GENARO, 1993). Nos cães sintomáticos, observa-se uma 

redução no número de linfócitos TCD4+ concomitante a proliferação do parasita nos 

macrófagos, o que sugere a ausência de resposta imune efetiva no sentido de eliminar o 

parasita (BOURDOISEAU et al., 1997a). 
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A predominância da resposta do tipo Th1 (com simultânea expressão de INF-γ, 

IL-2 e IL-12) por um curto período de tempo, evidenciou que esse tipo de respostas é 

necessária para o controle da infecção e retarda a progressão da enfermidade em cães 

experimentalmente infectados por L. (L.) infantum, mas foi incapaz de controlar a 

infecção por um maior intervalo de tempo (SANTOS-GOMES et al., 2002). 

Os fatores iniciais que contribuem para a inibição ou proliferação dos parasitas 

nas células do hospedeiro são pouco compreendidos, mas citocinas como IFN-γ, 

interleucina-12 (IL-12), IL-10 e TGF-β influenciam a replicação desses parasitas nos 

macrófagos (MURRAY et al., 1995; WILSON et al., 1998; WALKER et al., 1999). 

Lima et al. (2007) utilizando a técnica de ELISA de captura, dosaram TNF-α no 

soro de cães sintomáticos com infecção natural por L. chagasi e cães não infectados e 

observaram que os níveis de TNF-α eram semelhantes entre os dois grupos avaliados. 

Por outro lado, algumas investigações não encontraram diferenças na expressão de IFN-

γ e TNF-α ao avaliarem a medula óssea (QUINNELL et al. 2001) ou esplenócitos 

(LAGE et al. 2007) em cães naturalmente infectados portadores de diferentes formas 

clínicas da LVC.  

Adicionalmente, em um recente trabalho desenvolvido por Sanchez-Robert et al. 

(2008) foi demonstrado expressão aumentada de IFN-γ em PBMC (Peripheral blood 

mononuclear cells) nas formas clínicas mais graves da LVC, o que também aponta para 

o papel imunopatológico dessas citocinas nos processos relacionados a inflamação 

generalizada e visceral.  

O envolvimento de IFN-γ e TNF-α na resposta imune protetora anti-LVC, 

também foi descrito por Alves et al. (2009) ao avaliarem linfonodos de cães 

naturalmente infectados, onde foi observado correlação negativa da expressão dessas 

citocinas com evolução clínica e carga parasitária nesse compartimento.  

Dessa forma, os resultados provenientes da análise da expressão de IFN-γ e 

TNF-α, possibilitam especular que a expressão aumentada e simultânea desses 

mediadores deve estar intimamente envolvida com mecanismos imunoprotetores 

durante a LVC, visto que, observou-se aumento dessas citocinas na pele de animais 

portadores da forma clínica assintomática (MENEZES-SOUZA, 2009). 

Por outro lado, o papel das citocinas da resposta Th2, como IL-4 e IL-10, nos 

animais sintomáticos ainda é controverso, havendo cada vez mais evidências que 

apontam para uma correlação entre estas citocinas e a progressão da doença. As células 



30 

 

TCD8+ citotóxicas parecem também estar envolvidas na resistência à leishmaniose 

visceral (GOTO e LINDOSO, 2004). 

A IL-10 é produzida por macrófagos, células T e B (HOWARD e O´GARRA, 

1992; GASIM et al., 1998) e por monócitos humanos ativados por lipopolissacarídeos 

(LPS) (DE WAAL MALEFYT et al., 1991a). Apresenta efeito pleiotrófico em várias 

células. É um potente supressor dos mecanismos efetores microbicidas conhecidos da 

ativação de macrófagos, incluindo a regulação negativa das células apresentadoras de 

antígenos (APC) (FIORENTINO et al., 1991; DE WAAL MALEFYT et al., 1991a), a 

produção de citocinas (INF-γ, TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8, entre outras) (BOGDAN; 

VODOVOTZ; NATHAN, 1991; DE WAAL MALEFYT et al., 1991b; RALPH et al., 

1992) e os eventos metabólicos associados à ativação de macrófagos, como a produção 

de intermediários reativos de oxigênio (ROI) e nitrogênio (RNI) (BOGDAN; 

VODOVOTZ; NATHAN, 1991). 

É uma citocina antagônica ao INF-γ (MURRAY; RUBIN; ROTHERMEL, 

1983), influenciando na resolução parcial da infecção pelo bloqueio da sua produção 

(FIORENTINO; BOND; MOSMANN, 1989; MOORE et al., 1990). 

A IL-10 na infecção humana ou experimental tem ampla ação nas APC´s e nos 

mecanismos coestimulatórios das células T, na proliferação de células T e na secreção 

de citocinas que inativam células Th1 (BOGDAN; VODOVOTZ; NATHAN, 1991; 

KARP et al., 1993; WILSON et al., 1998; BACELLAR et al., 2000). É a principal 

citocina que pode regular negativamente a resposta imune em humanos com LV e 

modelos murinos (BARRAL et al., 1993; BACELLAR et al., 2000). 

Embora desprovida de propriedades pró inflamatórias (KUHN et al., 1993), a 

IL-10 claramente tem o potencial de incapacitar a defesa do hospedeiro contra a 

Leishmania sp. e levar à infecção visceral e em paralelo, enfraquecer a responsividade 

aos quimioterápicos, em camundongos (MURRAY et al., 2002). 

A IL-10 está relacionada à patogênese da infecção em humanos (KARP et al., 

1993). Estudos mostraram que na LVH há níveis significativamente altos de IL-10 e 

também de INF-γ, comprovando a existência dos dois tipos de resposta imune Th1 e 

Th2 (KARP et al., 1993; KENNEY et al., 1998). Outro estudo sugeriu que a IL-10 

atuou como um fator regulatório que permitiu o balanceamento entre os dois tipos de 

respostas (KEMP et al., 1999). A neutralização de IL-10, reestabeleceu a proliferação de 

linfócitos e a produção de INF-γ pelas células mononucleares do sangue periférico, de 

pacientes com LV ativa (CARVALHO et al., 1994; GHALIB et al., 1995).  
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Ghalib et al. (1993) relataram que pacientes com LV aguda têm habilidade para 

responder especificamente ao antígeno de Leishmania sp. com produção de IL-10, 

sugerindo que esta seja importante para a persistência do parasita nas células do 

hospedeiro, possivelmente porque macrófagos e células T estejam produzindo IL-10 em 

resposta a Leishmania sp. e esta seja importante para a regulação negativa da resposta 

das células T. 

Gasim et al. (1998) estudaram o plasma e os queratinócitos de pacientes tratados 

para LV que desenvolveram leishmaniose dermal pós-calazar e Holaday (2000) estudou 

as células do sangue periférico, também de pacientes em tratamento para LV e sugeriu 

que níveis altos da secreção de IL-10 endógeno está relacionada com a esplenomegalia, 

hepatomegalia e a progressão da LV após a infecção da derme. A observação da 

variabilidade dos níveis desta citocina talvez explique a variabilidade da resposta imune 

celular obtida pelos pacientes com LV. 

Em um estudo semi-quantitativo do aspirado de medula óssea, em cães 

naturalmente infectados com L. (L.) chagasi, sugeriram que ao contrário do que ocorre 

para a LVH, a citocina IL-10, talvez não represente o papel chave na imunossupressão 

em cães, pois foram encontrados níveis baixos de IL-10 (QUINNELL et al. 2001). 

Em estudo com células mononucleares do sangue periférico de cães 

experimentalmente infectados com amastigotas de L. (L.) infantum, foi observado a 

baixa proporção de animais que expressaram IL-10, sugerindo que esta citocina talvez 

não tenha efeito inibitório direto sobre INF-γ e IL-2 e que esta observação talvez não 

tenha relação com a imunossupressão da resposta mediada por células nestes animais ou 

com a doença severa, associada à expressão da IL-10, pois alguns animais não 

conseguiram controlar a infecção (SANTOS-GOMES et al., 2002). 

É importante destacar que há diferença entre a progressão da enfermidade na 

infecção experimental e na natural, já que a saliva do vetor tem função 

imunomodulatória.  Paranhos et al. (1993) em um estudo com cães, observaram que 

estes quando inoculados com lisado de glândula salivar de Lutzomyia longipalpis 

simultânea a inoculação de promastigotas de L. (L.) chagasi, ambos pela via 

intradérmica, foi induzida uma eosinofilia significativa, sem evidências de infecção, 

diferente daqueles cães inoculados com promastigotas de L. (L.) chagasi, pela via 

intravenosa, ou com o lisado de glândula salivar. 

Kane e Mosser (2001), visando determinar o papel da IL-10 na progressão da 

leishmaniose, examinaram o desenvolvimento da lesão após infecção por L. major em 
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camundongos BALB/c geneticamente deficientes para a produção de IL-10. 

Camundongos BALB/c normais são geneticamente susceptíveis à infecção por L. 

major. Neste estudo, os autores observaram que, enquanto os camundongos normais 

desenvolveram lesões progressivas que não se curaram no período de acompanhamento, 

apresentando elevada carga parasitária, os animais IL-10 controlaram a progressão da 

lesão e a multiplicação do parasita. Ainda neste estudo, em um ensaio realizado in vitro, 

a IL-10 produzida por macrófagos infectados inibiu a ativação dos macrófagos e 

diminuiu a produção de IL-12 e IFN-γ por estas células, prevenindo a morte dos 

parasitas. 

Belkaid et al. (2001) também demonstraram que a IL-10 é necessária para a 

sobrevivência e persistência da L. major. Camundongos knock-out em IL-10 e 

camundongos tipo selvagem, tratados com anticorpo anti IL-10R, apresentaram risco de 

reativação da doença.  

Murray et al. (2002) com o objetivo de avaliar a importância da IL-10 na LV, 

trataram camundongos BALB/c infectados com L. donovani, com anticorpo monoclonal 

anti IL-10R. Os autores verificaram que o bloqueio desse receptor induzia a morte do 

parasita, e que em animais pré-tratados com anti-IL-10R e tratados com antimônio, 

potencializaram o efeito do tratamento. A demonstração da eficiência do bloqueio de 

IL-10R, antes do tratamento com antimônio indica uma importante direção para testes 

de imunoquimioterapia.  

Gama et al. (2004) ao pesquisarem o perfil de citocinas em crianças do estado do 

Maranhão, Brasil, apresentando a forma assintomática da LV verificaram a produção 

tanto de citocinas tipo Th1 (IFN-γ, IL-2 e IL-12) quanto de citocinas regulatórias como 

IL-10 e TNF-α. A detecção de ambas citocinas explicaria a evolução da doença com 

discretas alterações observada nesta fase, devido provavelmente a um equilíbrio 

exercido pelo efeito imunorregulatório da IL-10. Os estudos que determinam o perfil de 

citocinas em cães com LVC apresentando as diferentes formas clínicas da doença são 

escassos e a participação da IL-10 na progressão da doença não está clara. 

Em um estudo realizado por Pinelli et al. (1999), a expressão do RNA 

mensageiro de IL-2, IFN-γ, IL-4 e IL-10 foi qualitativamente determinada em células 

mononucleares do sangue periférico de cães infectados com L. infantum. Verificou-se, 

em um animal assintomático, a detecção da expressão de todas as citocinas avaliadas, 

enquanto que, em quatro animais que apresentaram sintomatologia da LVC, apenas a 
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expressão de IL-4 ou IL-10 foi detectada indicando uma possível participação destas 

citocinas no desenvolvimento de manifestações clínicas da doença. 

No entanto, em trabalho realizado por Quinnell et al. (2001) e Côrrea (2006), 

não foi constatado o papel imunossupressor da IL-10 na LVC. Cães naturalmente 

infectados por L. chagasi foram comparados com controles não infectados. Verificou-se 

maior expressão de IFN- γ nos cães infectados, sendo que, não foi observado aumento 

da expressão de IL-4, IL-18 e IL-10 nestes animais, em relação aos animais não 

infectados. 

Em estudo realizado por Santos-Gomes et al. (2002), com cães infectados 

experimentalmente com L. infantum resultados semelhantes aos de Quinnell et al. 

(2001) foram verificados, não sendo possível estabelecer uma correlação entre a 

severidade da doença e a expressão de IL-10. Corrêa et al. (2006) avaliaram de forma 

quantitativa a produção de IFN-γ, TGF-β e IL-10 em extratos de baço e fígado de cães 

com e sem sinais clínicos através da técnica de ELISA de captura. 

Santos-Gomes et al. (2002), no seu trabalho observou que altos níveis de IL-10 

foram encontrados em ambos os grupos de cães. TGF-β foi verificado em níveis mais 

elevados no grupo de cães assintomáticos. IFN-γ foi encontrado em níveis semelhantes 

nos dois grupos em estudo, porém em concentrações significativamente inferiores as de 

IL-10 e TGF-β.  

Nesse contexto, ao avaliar a expressão de IL-10 e de TGF-β1 de acordo com o 

estado clínico, foi observado aumento dos níveis de IL-10 apenas no grupo 

oligossintomático quando comparado aos animais controle e sintomáticos. Assim, 

correlação entre os níveis dessa citocina e evolução clínica da doença não pode ser 

estabelecida (MENEZES-SOUZA, 2009). Essas observações corroboram com os 

estudos desenvolvidos por Manna et al. (2006, 2009) ao avaliarem a expressão de IL-10 

em CMSP, onde não foi possível ser estabelecida a correlação dos níveis dessa citocina 

com a progressão da doença.  

Por outro lado, Pinelli et al. (1999) avaliaram a expressão de RNAm em CMSP 

de cães infectados com L. infantum e verificaram no grupo os animais que apresentaram 

sinais clínicos, que apenas a expressão de IL-4 e IL-10 foi detectada, indicando a 

possível participação dessas citocinas no desenvolvimento das manifestações clínicas da 

doença. 
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Um estudo realizado em camundongos BALB/c infectados com a forma 

promastigota da L. (L.) chagasi, mostrou na cultura de esplenócitos níveis elevados de 

IL-10 e de INF-γ, sugerindo que outra citocina além de IL-10 seja responsável pela 

inibição de INF-γ. (WILSON et al., 1998; CÔRREA, 2006). A IL-10, como o TGF-β, 

foi produzido na infecção por Leishmania sp. (HOLADAY, 1999; MOSSER e KARP, 

1999) e foi responsável pela indução da arginase I, resultando na proliferação do 

parasita na célula, levando a progressão da doença (INIESTA et al., 2002). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

 

 Avaliar o perfil de citocinas de cães naturalmente infectados por Leishmania 

(Leishmania) chagasi, com e sem manifestações clínicas da leishmaniose 

visceral no município de São Luís. 

3.2 Específicos 

 

 Quantificar níveis de IFN- e IL-10, no sangue de cães naturalmente infectados 

por Leishmania chagasi; 

 

 Comparar níveis de IFN- e IL-10, entre os cães naturalmente infectados por 

Leishmania chagasi apresentando manifestações clínicas da leishmaniose 

visceral e os cães que não apresentaram manifestações clínicas da doença;  
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4 JUSTIFICATIVA 

 

No Brasil, a distribuição da leishmaniose visceral abrange principalmente a 

região Nordeste com 90% dos casos notificados e o Município de São Luís- MA está 

entre os mais incidentes, o calazar canino é uma doença sistêmica com um amplo 

aspecto de características clinicas, com uma população de 40% a 60% dos cães 

infectados que permanece assintomática. Em função disso, no diagnóstico, considera-se 

a origem epidemiológica do cão e o conjunto de sintomas apresentados. 

A distribuição geográfica da LV revela que a epidemiologia da doença apresenta 

aspectos paisagísticos, climáticos e sociais bastante diversificados, nos mostrando a 

grande adaptação do vetor transmissor a diferentes ambientes. Leishmania (Leishmania) 

chagasi Cunha & Chagas, 1937 ocorre nas Américas, sendo responsável pela LV em 

seres humanos e cães (LAINSON et al., 1987).  

Diante da grande importância do cão como reservatório em regiões endêmicas 

para Leishmaniose humana, considerando ainda o grande número de casos de LVC 

nessas áreas principalmente de casos assintomáticos, o entendimento do perfil imune é 

de fundamental importância para o estabelecimento de marcadores que determinariam a 

resistência/suscetibilidade à infecção por Leishmania chagasi. 

Pouco se sabe sobre o perfil de citocinas que é expresso nas diferentes formas 

clínicas dessa enfermidade. A determinação deste perfil, assim como da participação da 

IL-10 na progressão da doença seria de grande utilidade na confecção de vacinas. Esta 

abordagem poderia também, ser utilizada para melhorar o desempenho dos atuais 

medicamentos que são utilizados no tratamento da LVC e que se mostram ineficazes em 

promover a cura da infecção. Desta forma torna-se importante a realização de estudo 

detalhado da expressão de citocinas, na infecção natural por Leishmania (Leishmania) 

chagasi com e sem manifestações clínicas no município de São Luís- MA. 
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5 METODOLOGIA 

5.1 Animais 

 

Cinquenta cães independentes do sexo, raça, idade e modo de vida, foram 

selecionados aleatoriamente, dos atendimentos do Hospital Veterinário Universitário da 

Universidade Estadual do Maranhão – UEMA. 

Os cães foram submetidos a exame clínico detalhado e os dados foram anotados 

em fichas individuais (APÊNDICE). Aqueles cães com infecção por L. chagasi 

comprovada pelo teste rápido (DPP/Biomanguinhos) e confirmada pelo teste sorológico 

(EIE-LVC/Biomanguinhos) foram divididos em grupos com formas polares da doença: 

um grupo com vinte animais assintomáticos e outro com vinte animais com sinais bem 

definidos para LVC e um terceiro composto por 10 animais livres de infecção por L. 

chagasi.  Os sinais pesquisados para a classificação clínica dos cães foram: 

linfadenopatia local ou generalizada, alopecia local ou generalizada, hiperceratose, 

onicogrifose, dermatite, perda de peso, úlceras na pele e lesões oculares. 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da 

Universidade Estadual do Maranhão (CEEA/UEMA), processo Nº 020/2014 (ANEXO). 

 

5.2 Colheita e preparação de material para análise  

 

5.2.1 Colheita de sangue total  

 

Foram coletados 5 mL de sangue de cada animal, sendo 2 mL utilizando-se de 

tubos tipo “vacutainer” contendo anticoagulante EDTA, por meio de punção da veia 

jugular externa para realização do hemograma completo no Laboratório de Patologia 

Clínica do Curso de Medicina Veterinária da UEMA.  

 

5.2.2 Colheita e processamento de soro sanguíneo  

 

Em seguida os 3 mL da amostra eram armazenados em frascos sem o 

anticoagulante EDTA utilizando-se tubos tipo “vacutainer”, para realização dos testes 

bioquímicos e sorológicos, mantidos a temperatura ambiente e posteriormente levados 

ao Laboratório de Patologia Clínica do Curso de Medicina Veterinária da UEMA, para 
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serem centrifugados a 1500rpm por 10 min. Após a separação do soro, o mesmo foi 

dividido em alíquotas de 1 mL em ependorf de 2 mL de capacidade, que foram 

congeladas a -20ºC até a realização dos testes bioquímicos e da dosagem do perfil de 

IL-10 e IFN-γ realizadas no Cernitas (Laboratório de Diagnóstico Veterinário) e no 

Laboratório de Imunologia de Doenças Infecciosas da Universidade Federal de Minas 

Gerais (UFMG), respectivamente. 

 

5.3 Sorologia para a Leishmaniose – ELISA 

 

O teste de ELISA (EIE-LVC/Biomanguinhos) indireto foi realizado com o 

objetivo de confirmar os animais positivos e negativos no DPP (Biomanguinhos), 

juntamente com a sintomatologia clínica dos cães, por serem oriundos de uma área 

endêmica e com um alto índice de transmissão. Identificando os que apresentavam título 

de anticorpos para Leishmania (Leishmania) chagasi. Os cães que apresentaram títulos 

baixos associados à clínica e aos demais índices, foram classificados em animais livres 

da infecção por Leishmania (Leishmania) chagasi e utilizados no grupo controle. O 

ponto de corte considerado para o ensaio foi de 0,375 determinado pela média da 

densidade óptica dos orifícios do controle negativo multiplicado por dois.  

As microplacas de polietileno de 96 poços (EIE-LVC/Biomanguinhos) são 

previamente sensibilizadas com Leishmania major. Foram diluídos em tubos, 5µL dos 

controles e das amostras de soro homogeneizadas, em 500µL do diluente (1:100) 

disponibilizado no kit. Logo em seguida, na placa sensibilizada foram distribuídos 

100µL dos controles e das amostras já diluídas. A placa foi levada à estufa à 37ºC por 

30 minutos. 

Logo após, o conteúdo da placa foi lavado 6x em seguida, com 200µL/orifício, 

aguardando 30 segundos entre cada lavagem. Foram homogeneizados e distribuídos 

100µL da diluição do conjugado em cada poço da placa e incubada novamente a 37ºC 

por 30 min. Lavados novamente em solução PBS para então serem distribuídos 100µL 

do substrato em todos os orifícios. Deixado a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, 

durante 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 50µL de ácido sulfúrico 2M em 

todos os orifícios para bloquear a reação. 

A leitura foi realizada em espectrofotômetro para microplacas de 96 poços 

utilizando-se filtro para comprimento de onda de 450nm. 
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5.4 Esfregaços por extensão  

 

O esfregaço por extensão foi realizado da seguinte forma: uma gota de material 

puncionado de medula óssea foi depositada em lâminas de vidro limpas e 

desengorduradas e o esfregaço obtido por extensão com outra lâmina. Em seguida, os 

esfregaços foram corados pelo método panótico rápido. 

Brevemente, as lâminas foram submergidas durante 20s, sob discreta agitação, 

na solução fixadora (Triarilmetano 0,1%). Foram então escorridas e submergidas por 

20s sob agitação na solução de corante básico (xantenos 0,1%) e escorridas. Por fim, 

foram submergidas também por 20s sob agitação na solução de corante ácido (tiazinas 

0,1%) e em seguida lavadas em água corrente e secadas à temperatura ambiente, 

estando prontas para o exame direto ao microscópio ótico sob objetiva de imersão. 

 

5.5 Isolamento em cultura 

 

Parte das amostras, obtidas na punção de medula óssea de todos os animais, foi 

semeada em duplicata em meio de cultura bifásico NNN (Novy, McNeal e Nicolle) 

enriquecido com meio MEM (Minumum Essential Medium, Gibco, EUA) e mantidos a 

23±1ºC em estufa biológica. A cada dez dias, todas as culturas foram examinadas para 

avaliação da presença de formas promastigotas do parasita e aquelas negativas foram 

repicadas por até três vezes e examinadas em intervalos de 10 dias. 

 

5.6 Enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) anti-citocinas 

 

5.6.1 Quantificação da IL-10 

 

A determinação dos níveis de IL-10 foi realizada através de ensaios 

imunoenzimáticos (ELISA), utilizando-se soro sanguíneo canino estimulado com 

antígeno solúvel vacinal (VSA) e antígeno solúvel de L. chagasi (SLcA). Foram 

utilizados anticorpos e proteínas recombinantes R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA. 

A cada poço de uma placa de 96 poços (COSTAR®, USA) foram adicionados 25µL de 

anticorpo monoclonal anti-citocina a ser dosada, diluído em PBS estéril. As placas 

foram cobertas e incubadas durante o período noturno à temperatura ambiente. 

Anticorpos não adsorvidos pelas placas foram descartados, por inversão e 4 sucessivas 
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lavagens com 100μL da solução de PBS-Tween 20. A seguir, as placas foram 

bloqueadas com 75µL/poço de uma solução contendo PBS-BSA 1% e 0,05% de azida 

sódica (NaN3), durante uma hora, a temperatura ambiente, e lavadas conforme descrito 

anteriormente. As amostras do sobrenadante de culturas foram aplicadas em um volume 

de 25µL em cada poço da placa. Paralelamente, a citocina investigada foi diluída em 

várias concentrações para estabelecimento de uma curva padrão, sendo que a diluição 

foi feita em PBS contendo 0,1% de albumina de soro bovino (BSA). As placas foram 

vagarosamente homogeneizadas por um minuto e, em seguida, foram cobertas e 

incubadas por uma hora e meia, a temperatura ambiente. Após o período de incubação, 

as placas foram novamente lavadas com 100μL de PBS-Tween 20. Em seguida, foi 

adicionado 25µL do anticorpo biotinilado diluído apropriadamente em PBS contendo 

0,1% de albumina de soro bovino (BSA) e 0,05% de azida (NaN3), em cada poço da 

placa. As placas foram mais uma vez mantidas ao abrigo da luz e incubadas, a 

temperatura ambiente, por uma hora e meia, e, em seguida foram lavadas em PBS-

Tween 20. Então, após remoção do sobrenadante, foi adicionado em cada poço 25µL de 

estreptoavidina (R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA., DY998) diluída em PBS 

contendo 0,1% de albumina de soro bovino (BSA) e 0,05% de azida (NaN3). As placas 

foram mantidas ao abrigo da luz e incubadas, a temperatura ambiente, por vinte 

minutos. Após a incubação, foram novamente lavadas e, em cada poço, foi adicionado 

25µL da solução de substrato (mistura 1:1 de H2O2 e tetrametilbenzidina). Mais uma 

vez as placas foram incubadas, ao abrigo da luz e em temperatura ambiente, por trinta 

minutos. Em seguida, foi adicionado 25µL por poço da solução de parada (H2SO4 1M). 

A densidade óptica foi, então, determinada usando leitor automático de microplacas 

(Biotek, EL800) no comprimento de onda de 450 nm. 

5.6.2 Quantificação de IFN- γ 

 

Para determinar os níveis de IFN-γ, foram utilizados os kits DuoSets (R&D 

Systems, Inc., Minneapolis, USA., DY781) para realização do ensaio ELISA de captura 

em amostras de soro caninas estimuladas com antígeno vacinal e antígeno de L. 

chagasi. O ensaio foi desenvolvido de acordo com instruções do fabricante dos 

anticorpos R&D Systems. Foram utilizadas placas de 96 poços (COSTAR, USA), onde 

foi feita a sensibilização, por toda a noite, com 25μL do anticorpo de captura (Part 

842609) diluído em PBS estéril, na concentração de 0,8μg/mL. As placas foram lavadas 
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4 vezes com 100μL solução de lavagem PBS-Tween 20 e incubadas, em temperatura 

ambiente, com solução de bloqueio (1% de BSA em PBS) por 1 hora. Foi realizada uma 

nova etapa de lavagem com 100μL de PBS-Tween 20 e, em seguida foi adicionado 

25μL da amostra, sem diluição, em cada poço. Paralelamente, para estabelecimento da 

curva padrão, foi adicionado 25μL da proteína recombinante (Part 842611) diluída em 

PBS com 1% de BSA, em diluição seriada, começando com a concentração inicial de 

4000 pg/mL. Após 2 horas de incubação, em temperatura ambiente, foi repetido o 

processo de lavagem com 100μL de solução PBS-Tween 20 e aplicado 25 μL de 

Streptoavidina-HRP (Part 890803). Após 20 minutos de incubação ao abrigo da luz, em 

temperatura ambiente, foi repetido o processo de lavagem com 100μL da solução PBS-

Tween 20. Então foi adicionado 25μL da solução substrato, que corresponde a uma 

mistura 1:1 do reagente de cor A, H2O2, e reagente de cor B, tetrametilbenzidina, (R&D 

Systems, DY999). Após 20 minutos de incubação, em temperatura ambiente, foi 

adicionado 13μL da solução de parada (R&D Systems, DY994). A determinação da 

densidade óptica foi feita imediatamente, usando leitor automático de microplacas 

(Biotek, EL800) no comprimento de onda de 450 nm. 

5.7 Análise estatística 

 

A realização dos testes estatísticos foi feito com o apoio instrumental do 

software GraphPad Prism 3.0  (Prism Software, Irvine, CA, USA). A normalidade dos 

dados foi demonstrada pelo teste T de Student. Os testes de análise de variância 

(ANOVA) seguido pelo teste de comparações múltiplas de Tukey foram empregados 

para avaliação entre os grupos relacionados aos resultados do hemograma, dosagens 

bioquímicas e do perfil de citocinas. Os dados obtidos foram considerados 

estatisticamente significativos quando o valor de P<0,05. 
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6 RESULTADOS  

 

Cães independente de raça, sexo e idade, provenientes do atendimento do 

Hospital Veterinário Universitário da Universidade Estadual do Maranhão (UEMA), 

passaram por exame clínico detalhado e os sinais clínicos anotados em fichas 

individuais, os animais foram testados com o kit diagnóstico rápido para leishmaniose 

(DPP/Biomanguinhos) e pelo teste sorológico (EIE-LVC/Biomanguinhos).  

Os animais que apresentaram os testes sorológicos positivos foram submetidos 

ao teste parasitológico. O encontro de formas amastigotas, no exame direto de esfregaço 

de medula óssea (MO) ou o encontro de formas promastigotas no exame de cultura de 

MO, permitiram a confirmação parasitológica da infecção por L. chagasi. 

De posse dos resultados os animais foram divididos em grupos, sendo 20 cães 

sintomáticos positivos (CS) para LVC, 20 cães assintomáticos e positivos (CA) para 

LVC e 10 cães no grupo controle (GC) sabidamente negativos para a enfermidade em 

questão.  

6.1 Pesquisa de IgG pela técnica de ELISA 

 

A pesquisa de IgG pela técnica de ELISA revelou que, todos os animais 

naturalmente infectados por L. chagasi, tanto do grupo dos CS quanto do grupo dos CA, 

apresentaram valores de absorbância positivos (superiores ao “cut off”= 0,375) e 

significativamente superiores aos encontrados no grupo controle não infectados P<0,05 

(Figura 1).  

 

 

ELISA
Mean and Standard Deviation

Column

A B C

1

0

CA para LVC CS para LVC CONTROLE 
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Figura 1. Produção de IgG, médias e desvios-padrão, no soro de cães assintomáticos e 

sintomáticos, naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, quantificada por ELISA de 

captura.  O teste de análise de variância não indicou diferença estatística entre os dois 

grupos de cães estudados (P< 0,05). 

6.2 Sinais clínicos de leishmaniose visceral encontrados no grupo de cães com 

expressão clínica 

 

O achado clínico mais frequente foi a linfadenopatia generalizada com 100% dos 

animais acometidos. Os sinais cutâneos verificados, em maior frequência, foram 

descamação em 90% dos cães e alopecia local ou generalizada (70%), seguidos por 

lesões oculares (75%), uveíte (70%), prurido (65%) e pústulas na pele (60%). Metade 

dos animais sintomáticos apresentou perda de peso, seguido por fraqueza. E a 

onicogrifose acometeu os animais mais debilitados (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Sinais clínicos dos cães positivos e com sintomatologia (CS) para 

Leishmaniose Visceral Canina (LVC) atendidos no Hospital Veterinário da UEMA. 

Sinais Clínicos N %  

Linfadenopatia 20 100 

Perda de Peso 11 55 

Fraqueza 8 40 

Alterações gastrintestinais  3 15 

Uveíte 14 70 

Alopecia  14 70 

Descamação 18 90 

Hiperqueratose 9 45 

Eritema 11 55 

Prurido 13 65 

Úlceras  10 50 

Nódulos 8 40 

Pústulas 12 60 

Onicogrifose  9 45 

Lesões oculares 15 75 
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6.3 Hemograma e análises bioquímicas 

O estudo hematológico, dos cães dos diferentes grupos experimentais, revelou 

que, todos os animais livres de infecção por L. chagasi, apresentaram hemograma sem 

alterações. Quase 40% dos cães assintomáticos (CA) apresentaram uma discreta anemia 

normocítica normocrômica e os demais parâmetros avaliados no hemograma dos 

animais deste grupo não apresentaram alterações. 

No grupo de cães sintomáticos (CS), todos os animais apresentaram anemia 

normocítica e normocrômica. Quando as médias dos números de hemácias, das 

concentrações de hemoglobina e dos valores de hematócritos dos três grupos 

experimentais foram comparadas, constatou-se que as médias destes parâmetros nos 

cães assintomáticos e sintomáticos foram significativamente inferiores (P<0,05) em 

relação aos cães do grupo controle (Tabela 2). 

Ao ser avaliado o leucograma, verificou-se que dois dos animais sintomáticos 

apresentaram um quadro de linfocitose e leucocitose, este apresentando diferença 

significativa entre as médias. Já na contagem de plaquetas, os animais sintomáticos 

apresentaram trombocitopenia, porém os valores foram estatisticamente diferentes entre 

os grupos (P˂0,05). 

 

Tabela 2. Média dos valores hematológicos dos cães do grupo controle (GC), grupos 

dos CA e grupo dos CS naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi. 

Parâmetros Grupo Controle 

x¯+ σ 

CA para LVC 

x¯+ σ 

CS para LVC 

x¯+ σ 

Referências¹ 

Eritrócitos(x 10/μL) 7,10 ±0,37
a,b,c

 5,40 ±1,45
a,b,c

 3,97 ±1,16
a,b,c

 5,5-8,5 

Hemoglobina(g/dL) 13,87±2,57
a,b,c

 11,05±2,78
a,b,c

 8,08±2,37
a,b,c

 12,0-18,0 

Hematócrito (%) 46,9±2,68
a,b,c

 36,35±8,23
a,b,c

 25,35±7,63
a,b,c

 37,0-55,0 

Leucócitos(x10³µL) 10,59±2,98
a,b,c 9,22±3,47

a,b 8,24±4,78
a,c 6,0-17,0 

Eosinófilos (%) 4,7±3,02
a,b,c 10±7,76

a,b 5,25±3,72
b,c 2,0-10,0 

Linfócitos(%) 17,6±6,95 21±9,99 21,7±13,5 12,0-30,0 

Plaquetas(mm³) 360,4±159,6
a,b,c 228,7±130,6

a,b 152,9±112,2
a,c 200-500 

¹Valores segundo Garcia-Navarro (2005). As letras a, b e c mostram diferenças significativas (P <0,05) 

em comparação com os grupos GC, CA e CS, respectivamente. 

 

Quanto às análises bioquímicas para a avaliação das funções hepática e renal não 

houve diferença significativa entre os grupos (P˂0,05). E em relação à albumina 
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observamos que houve diferença significativa entre o grupo dos animais assintomáticos, 

sintomáticos e controle (P˂0,05).  

Com exceção dos valores de ureia dos animais sintomáticos que se apresentaram 

acima do valor de referência. 

 

Tabela 3. Média dos valores bioquímicos dos cães do grupo controle (GC), grupos dos 

CA e grupo dos CS naturalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi. 

Parâmetros Grupo Controle 

x¯+ σ 

CA para LVC 

x¯+ σ 

CS para LVC 

x¯+ σ 

Referências* 

Creatinina (mg/dL) 1,24±0,39 1,35±0,67 1,1±0,73 0,5-1,8 

Ureia (mg/dL) 37,4±5,21 40,77±20,14 49,35±20,33 15,0-40,0 

Proteínas totais (g/dL) 7,31±0,70 9,11±1,26 8,94±1,77 6,0-8,0 

Albumina (g/dL) 2,95±0,71
a,c 

2,53±0,99
b,c 1,97±1,04

a,b,c 
2,6-3,3 

*Valores segundo Kaneko (1989). As letras a, b e c mostram diferenças significativas (P <0,05) em 

comparação com os grupos GC, CA e CS, respectivamente. 

 

6.4 Quantificação da IL-10 

 

Foi detectada a presença da citocina IL-10 no soro obtido dos dois grupos 

estudados (Tab.4 e Fig.2) e, obtivemos diferenças estatísticas significantes (P< 0,05). 

 

Tabela 4. Quantificação da IL-10 no soro sanguíneo. Média e desvio-padrão do grupo 

de cães assintomáticos e sintomáticos, naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, 

obtidos no ensaio de ELISA de captura. 

 

 

 

 

 

As letras a e b mostram diferenças significativas (p <0,05) em comparação com os grupos CA e CS, 

respectivamente. 

 

Animais IL10 

x¯+ σ 

CA para LVC 0,616±0,10
a,b 

CS para LVC 0,872± 0,04
a,b 
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Figura 2. Produção de IL-10, médias e desvios-padrão, no soro de cães naturalmente 

infectados por L. (L.) chagasi, quantificada por ELISA de captura (“cut off”= 0,598). 

Onde a coluna A é composta pelo grupo de CA e a coluna B pelo grupo de CS. O teste 

de análise de variância indicou diferença estatística entre os dois grupos de cães 

estudados (P< 0,05). 

 

6.5 Quantificação do IFN-γ 

 

Foi detectada a presença da citocina IFN-γ no soro obtido dos dois grupos 

estudados (Tab.5 e Fig.3) e, obtivemos diferenças estatísticas significantes (P< 0,05). 

 

Tabela 5. Quantificação do IFN-γ no soro sanguíneo. Média e desvio-padrão do grupo 

de cães assintomáticos e sintomáticos, naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, 

obtidos no ensaio de ELISA de captura. 

 

 

 

  

 

As letras a e b mostram diferenças significativas (P <0,05) em comparação com os grupos CA e CS, 

respectivamente.  

IL 10
Mean and Standard Deviation

Column

A B

0,901

0,819

0,737

0,655

0,573

0,492

0,41

0,328

0,246

0,164

0,082

0

Animais IFN-γ 

x¯+ σ 

CA para LVC 0,809±0,04
a,b 

CS para LVC 0,519± 0,06
a,b 
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Figura 3. Produção de IFN-γ, médias e desvios-padrão, no soro de cães naturalmente 

infectados por L. (L.) chagasi, quantificada por ELISA de captura (“cut off”= 0,553). 

Onde a coluna A é composta pelo grupo de CA e a coluna B pelo grupo de CS. O teste 

de análise de variância indicou diferença estatística entre os dois grupos de cães 

estudados (P< 0,05). 
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7 DISCUSSÃO 

 

7.1 Sinais Clínicos, hemograma e análises bioquímicas 

 

A leishmaniose visceral é uma doença infecciosa crônica que pode ser 

caracterizada pelo desenvolvimento de uma infecção sintomática ou assintomática, 

acompanhada pelo aparecimento de vários sinais habituais para essa enfermidade. 

Em nosso estudo o alto percentual dos animais que apresentaram sinais clínicos 

para LVC, apresentaram linfoadenopatia e sinais dermatológicos, de acordo com os 

achados de Costa-Val et al., (2007); Ribeiro, (2007); Reis et al., (2006ª); Baneth, 

(2006); Alvar et al., (2004); Amusategui et al., (2003). 

Amusategui et al., (2003) encontraram em um estudo realizado com 61 cães 

naturalmente infectados por L. infantum, que o sinal clínico mais frequente foi 

linfoadenopatia generalizada, acometendo 80% dos cães. Em nosso estudo, todos os 

animais do grupo CS (100%) apresentaram este sinal clínico, sendo o mais prevalente 

no grupo. De forma semelhante, Ribeiro (2007) encontrou linfoadenopatia generalizada 

em 100% dos 24 cães naturalmente infectados por L. chagasi CS, avaliados antes de 

tratamento específico. Outros autores (COSTA-VAL et al., 2007; ALVAR, 2004; 

ALVES et al., 2009) também concordam que este sinal clínico seja o mais 

frequentemente encontrado em cães que manifestam clinicamente a doença. 

As anormalidades cutâneas são muito comuns, porém, de extensão e 

caracterização variáveis nos cães com LVC. Os sinais cutâneos verificados, em maior 

frequência foram: dermatite esfoliativa com formação de caspas, hipotricose e alopecia 

não-pruriginosa, dermatites ulcerativas, formação de pústulas e nódulos, hiperceratose e 

despigmentação do focinho e região periocular. 

Na pele dos cães com LVC, observa-se processo inflamatório com graus 

variados de intensidade podendo apresentar-se distribuído ao redor dos anexos ou 

difusamente na derme. Acantose, hiperceratose com presença ou não de pérolas córneas, 

paraceratose e degenerações celulares são alterações histopatológicas comumente 

observadas na leishmaniose visceral canina (SANTOS et al., 2004; SOLANO-

GALLEGO et al., 2004; GIUNCHETTI et al., 2006; ALVES et al., 2009). 

Todos esses sinais dermatológicos foram encontrados, deixando claro uma 

ausência de APC´s, levando assim a um infiltrado significativo de parasitas e 

macrófagos.  Apenas 9 cães soropositivos se apresentaram com onicogrifose, 
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considerado um sinal patognomônico para leishmaniose visceral por Sciaramella et al. 

(1997), Strauss-Ayali e Baneth (2001) Alves et al. (2009). Marzochi et al. (1985) 

explicaram que essa alteração é atribuída à baixa atividade dos cães e consequente a 

falta de desgaste das unhas. 

Em nosso estudo 75% dos animais apresentaram lesões oculares como 

queratoconjuntivite, blefarite, inflamação do trato uveal e edema de córnea, formação de 

sinéquia, lesões em corpo ciliar e íris podendo estar associado ao depósito de 

imunocomplexos nestas áreas, fato que pode ocorrer devido a presença de anticorpos 

específicos anti-leishmania em vários tecidos intraoculares, podendo significar lesões 

de origem imunopatológica (GARCIA-ALONSO et al., 1996; CIARAMELLA et al., 

1997; FERRER, 1999; ALVES et al., 2009). 

Em nosso experimento quase metade dos cães sintomáticos apresentaram 

enfraquecimento e perda de peso progressiva decorrentes de transtornos hemorrágicos 

ou infecções secundárias (HUSS & ETTINGER, 1992). Este quadro se deve, 

provavelmente, a um desequilíbrio proteico, em virtude da proteinúria associada à 

deficiência imunológica crônica do animal doente (ALVAR et al., 2004; 

AMUSATEGUI et al., 2003; ALVES et al., 2009).  

Além de alguns desses animais também apresentarem alterações gastrintestinais, 

sendo observada diarreia crônica e melena, devido às ulcerações na mucosa gástrica 

intestinal, colite ulcerativa e erosiva também pode estar presente (FERRER, 1999). 

Nesse estudo foram encontradas alterações hematológicas compatíveis com 

animais anêmicos, um dos achados mais comuns de cães acometidos com LVC, 100% 

dos CS apresentaram anemia normocítica e normocrômica, sendo que, as médias dos 

números de hemácias, concentração de hemoglobina e valores de hematócrito, deste 

grupo, foram significativamente inferiores às encontradas nos demais grupos. Estes 

achados estão de acordo com os dados descritos por Xavier (2002) Alves et al. (2009), 

que relata uma maior proporção de alterações no hemograma de animais com sinais 

clínicos da doença, em relação àqueles cães sem expressão clínica da mesma. 

A causa da anemia pode estar relacionada com hemorragia, hemólise, 

inflamação, epistaxe, ulceração na pele, insuficiência renal, doença crónica, e aplasia de 

medula ou hipoplasia. No entanto, não foi encontrada nenhuma correlação entre anemia 

e o aparecimento dos sinais clínicos.  

No que diz respeito às alterações no leucograma, os parâmetros parecem não ser 

bons marcadores clínico-patológicos para o acompanhamento da infecção canina, já que 
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parece não existir associação entre categoria clínica dos cães com LVC e as contagens 

de leucócitos, indicando que a doença tem pouca influência sobre estes parâmetros 

(COSTA-VAL et al., 2007; RIBEIRO, 2007; AMUSATEGUI, 2003; ALVES et al., 

2009). 

Nos animais estudados nesse experimento, apenas dois apresentaram um quadro 

de leucocitose, seguidos por um quadro de linfocitose. Na LV a linfopenia ocorre 

devido ao confinamento temporário dos linfócitos no baço e/ou linfonodos enquanto 

assim, respondem ao agente infeccioso ou pela destruição destas células pela própria 

Leishmania (BUSH, 2004). No entanto, assim como verificado para a contagem global 

de leucócitos, a maioria dos autores concorda que não exista associação entre os valores 

diferenciais de leucócitos e a evolução da infecção (COSTA-VAL et al., 2007; 

RIBEIRO, 2007; AMUSATEGUI, 2003).  

Alguns animais também apresentaram eosinofilia, onde a presença de sinais 

dermatológicos e a ocorrência de outros parasitas podem contribuir para o aumento na 

produção de eosinófilos. Enquanto que a eosinopenia pode ser em ocorrência da 

condição de estresse mediado por cortisol, possivelmente estes dois mecanismos 

ocorrem simultaneamente e em grau variável (JAIN, 1993; ALVES et al., 2009). 

A contagem de plaquetas também foi um achado laboratorial bastante 

encontrado nesse experimento corroborando com os resultados de Ciaramela et al., 

(1997) e Slappendel (1988). No entanto, outros autores como Costa-Val et al., (2007) e 

Ribeiro et al., (2007) não encontraram diferenças nas contagens de plaquetas entre os 

cães assintomáticos e sintomáticos. 

A intensa resposta humoral que ocorre logo após a infecção na LVC leva a 

disproteinemia sérica. O desequilíbrio proteico é evidenciado pelo aumento das 

proteínas séricas totais, em decorrência da intensa hipergamaglobulinemia. Este quadro 

é associado à hipoalbuminemia devido a perdas de albumina ocasionadas por 

nefropatias, lesões hepáticas e subnutrição crônica em decorrência da LVC. Tais 

alterações levam a inversão da relação albumina/globulina (AMUSATEGUI et al., 

2003; NOLI, 1999; SLAPPENDEL, 1988).  

Alguns autores relatam a frequente observação de glomerulonefrite associada à 

LVC como consequência da deposição de imunocomplexos (ALVAR, 2004; FERRER, 

1992; ALVES et al., 2009) o que tem grande implicação na sobrevida dos cães 

infectados, já que as consequências da afecção renal grave são as principais causas de 

morte em cães com LVC (NOLI, 1999).  



51 

 

Nesse estudo observamos que 95% dos cães com sintomatologia para 

leishmaniose apresentaram hipoalbuminemia e alguns cães assintomáticos também 

apresentaram alterações discretas nesse parâmentro. Estes resultados são indícios de 

alterações renais apresentadas pelos animais, de acordo com os achados de Amusategui 

et al., (2003), Nieto et al., (1992). Podendo ser também indício de alterações hepáticas, 

porém como os animais de nosso estudo eram animais jovens, não foram observadas 

diferenças significativas em relação às dosagens hepáticas, corroborando com Costa-Val 

et al., (2007), Ribeiro et al., (2007). 

Nas dosagens das enzimas hepáticas realizadas não apresentaram diferença 

significa entre os grupos, corroborando com os achados de (KEENAN et al., 1984 a, b; 

GENARO, 1993; AMUSATEGUI et al., 2003), isso provavelmente se deve à idade dos 

animais em nosso grupo de estudo, por serem animais jovens e muitas das vezes, 

estarem na fase inicial da doença. Porém o aumento dos níveis de ureia em animais 

sintomáticos, caracterizam que esses animais apresentavam uma alteração renal aguda, 

corroborando com os achados de Ciaramella e Corona, (2003). Vários estudos têm 

relatado uma alta produção de anticorpos durante a LVC ativa com elevadas 

concentrações de imunocomplexos circulantes de IgM e IgA e depósito dos mesmos nos 

glomérulos, estabelecendo o que se denomina de glomerulonefrite 

mesangeoproliferativa que irá levar a um quadro de disfunção renal (TAFURI et al., 

1989; MARGARITO et al., 1998). 

Observamos que em relação aos níveis de proteínas totais não houve diferença 

estatística entre os grupos, porém os níveis estão acima dos valores de referência tanto no 

grupo dos animais sintomáticos, como principalmente no grupo dos cães assintomáticos, 

isso se deve provavelmente ao aumento no número de anticorpos, logo após o início da 

infecção. 

7.2 Quantificação da IL-10 

 

 

A IL-10 inibe a função das células apresentadoras de antígeno, pela diminuição 

da expressão de moléculas do complexo MHC de classe II e moléculas coestimulatórias, 

impossibilitando as funções de apresentação de antígenos por células dendríticas e 

macrófagos. 

Além disso, ocorre também inibição da produção de IL-12, o que pode resultar 

em inibição de uma resposta antígeno-específica do tipo Th1. A IL-10 também pode 
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inibir a maturação e migração de células dendríticas, além de contribuir para a apoptose 

de células T e aumento da sobrevivência de células B, que podem ser fonte da geração 

de mais IL-10. 

O aumento da produção de anticorpos característico da LV pode contribuir para 

a patogênese da doença, causando danos teciduais pela deposição de imunocomplexos, 

que por sua vez podem estimular monócitos e macrófagos a produzirem mais IL-10 

(NYLÉN & SACKS, 2007). 

A IL-10 suprimiu a resposta imune protetora em nosso estudo levando à 

progressão da doença com o aumento da expressão do parasita na célula, corroborando 

com os achados de Iniesta et al. (2002); Bogdan et al. (1991), Karp et al. (1993), Wilson 

et al. (1998), Bacellar et al. (2000).  

No entanto, em trabalhos realizado por Quinnell et al. (2001), Santos-Gomes et 

al. (2002), Côrrea (2006), Mana et al. (2006, 2009) e Menezes-Souza (2009) não foi 

constatado o papel imunossupressor da IL-10 na LVC. Verificou-se maior expressão de 

IFN- γ nos cães infectados, sendo que, não foi observado aumento da expressão de IL-

10 nestes animais, em relação aos animais não infectados. 

A alta produção de IL-10 observada, talvez indique que os macrófagos e as 

células T, dos cães infectados, estejam produzindo IL-10 em resposta ao antígeno de 

Leishmania e tal produção talvez seja importante para que o parasita persista nas células 

do hospedeiro. 

7.3 Quantificação da IFN-γ 

 

 

O IFN-γ é produzido por células T, dendríticas, macrófagos e células “natural 

killer” (NK) e tem a função de induzir a síntese de óxido nítrico, ativando funções 

microbicidas possuindo um espectro de ação muito amplo, sendo considerada uma das 

principais citocinas estimuladoras da imunidade contra infecções, atuando em ambas as 

respostas imunes, inata e adaptativa. É considerado o principal ativador de macrófagos, 

estimula a resposta imune por favorecer o crescimento de células Th1 em detrimento 

das Th2, e estimula a apresentação de antígenos pelo aumento da expressão de 

moléculas do MHC das classes I e II. 

Dessa forma, os resultados provenientes da análise da expressão de IFN-γ, 

possibilitam especular que a expressão aumentada e simultânea desses mediadores deve 

estar intimamente envolvida com mecanismos imunoprotetores durante a LVC, visto 
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que, observou-se aumento dessas citocinas no soro de animais portadores da forma 

clínica assintomática. 

Foi detectada a presença da citocina IFN-γ no soro obtido dos dois grupos 

estudados e, obtivemos diferenças estatísticas significantes (P< 0,05). A incapacidade 

das células TCD4+ de secretar quantias significantes de citocinas ativadoras de 

macrófagos, tais como INF-γ, em resposta aos antígenos de Leishmania sp., tem 

importante papel na imunopatologia da enfermidade (MURRAY, 1983; CARVALHO 

et al., 1985). 

Os fatores iniciais que contribuem para a inibição ou proliferação dos parasitas 

nas células do hospedeiro são pouco compreendidos, mas citocinas tais como IFN-γ são 

conhecidas por influenciarem na sua replicação nos macrófagos (MURRAY et al., 

1995; WILSON et al., 1998; WALKER et al., 1999). 

Em nosso estudo a quantificação de IFN-γ no soro de cães assintomáticos e 

sintomáticos, naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, podemos observar um 

aumento significativo dessa expressão de citocina em animais assintomáticos, 

estimulando a apresentação de antígenos pelo aumento da expressão de moléculas do 

MHC das classes I e II e desencadeando resposta protetora à infecção, por meio da 

resposta Th1, corroborando com os achados de Santos-Gomes et al. (2002), Chamizo et 

al. (2005). 

Contrariando os achados de um trabalho desenvolvido por Sanchez-Robert et al. 

(2008) que foi demonstrado um aumento da expressão de IFN-γ em CMSP nas formas 

clínicas mais graves da LVC, o que também aponta para o papel imunopatológico 

dessas citocinas nos processos relacionados a inflamação generalizada e visceral. 
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8 CONCLUSÕES  

 

Diante do exposto, podemos concluir que: 

 Cães naturalmente infectados por Leishmania chagasi apresentaram alterações 

laboratoriais como anemia, hiperproteinemia e trombocitopenia. Esses achados 

são importantes marcadores, associados aos sinais clínicos característicos da 

doença, para auxiliar no diagnóstico da leishmaniose visceral canina.  

 

 Cães sintomáticos naturalmente infectados por Leishmania chagasi 

apresentaram um aumento nos valores de ureia e uma hipoalbuminemia em 

ambos os grupos positivos para a enfermidade.  

 

 A expressão IL-10 dos cães com leishmaniose visceral canina, está associada à 

progressão da doença e à proliferação do parasita, já que níveis mais elevados 

foram expressos nos cães sintomáticos. 

 

 O IFN-γ está associado à resistência à infecção já que níveis mais elevados desta 

citocina foi evidenciado na maioria dos cães assintomáticos em relação aos 

sintomáticos. 
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10 APÊNDICE 

 

Nome do Animal:____________________________ Nº do animal:________ 

Data:___/___/___ 

Proprietário:_____________________________________ 

Tel:______________________  

End.:_____________________________________________________ 

 

 

1. Linfadenopatia:  

1.1 Generalizada                                                                                                                                                   

1.2 Localizada                                                                             

1.2.1 Linf. Submandibular                                                 

1.2.2 Linf. Pré-escapular                                                    

1.2.3 Linf. Poplíteo                                                            

2. Sinais Viscerais 

2.1 Perda de peso                                                                        

2.2 Fraqueza                                                                                

2.3 Alterações Gastrointestinais                                                  

2.4 Uveítes                                                                                   

3. Sinais Cutâneo 

3.1 Alopecia                                                                                 

3.2 Descamação                                                                                     

3.3 Hiperceratose                                                                         

3.4 Eritema                                                                                  

3.5 Prurido                                                                                   

3.6 Ùlceras                                                                                   

3.7 Nódulos                                                                                  

3.8 Pústulas                                                                                  

3.9 Onicogrifose                                                                                                                                            

3.10 Lesões oculares                                                                

4. SEM SINAIS CLÍNICOS                                                                                                                                                                                 
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11 ANEXO 

 

Parecer da Comissão de Ética e Experimentação Animal 

 

 
 


