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RESUMO 

A leishmaniose visceral canina é uma importante zoonose causada pelo protozoário 
Leishmania infantum, transmitida pela picada de insetos flebotomíneos. Apesar do avanço no 
conhecimento dos mecanismos imunológicos frente à infecção por Leishmania nos últimos 
anos, há poucos estudos sobre o estabelecimento da resposta imune em cães, especialmente 
sobre os mecanismos de imunidade inata. Nesse contexto, visando medidas futuras de 
controle dos casos caninos e humanos, a imunoterapia desponta como uma opção viável. 
Desta forma, o objetivo desse trabalho foi determinar o perfil de expressão gênica dos 
receptores TLR9, NOD1 e NOD2 e avaliar sua correlação com a sobrevivência intracelular de 
L. infantum em macrófagos caninos. Após exames de triagem e confirmação de diagnóstico 
negativo para a doença, foram selecionados 43 animais clinicamente saudáveis para coleta de 
sangue para cultivo celular. Após diferenciação de monócitos em macrófagos, parte do 
sobrenadante da cultura foi coletado e armazenado a -80ºC para posterior extração de RNA e 
realização de PCR em tempo real, para avaliação da expressão dos genes de imunidade inata. 
A outra parte foi experimentalmente infectada por L. infantum, com posterior avaliação da 
sobrevivência intracelular do parasito. Observou-se que a expressão desses genes é baixa, 
além de correlação positiva entre a expressão de NOD2 e a sobrevivência intracelular de L. 

infantum. Esses resultados evidenciam a importância de estudos que visem descrever, de 
forma mais aprofundada, a função destes e de outros receptores, tanto na infecção 
experimental como em animais naturalmente infectados. 

Palavras-chave: cães, Leishmania infantum, receptores do tipo Toll, receptores do tipo NOD. 
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ABSTRACT 

Canine visceral leishmaniasis is an important zoonosis caused by Leishmania infantum, 
transmitted by sand flies. Despite the advance in the understanding of the immune 
mechanisms against Leishmania infection in recent years, there are few studies about the 
establishment of the immune response in dogs, especially on the mechanisms of innate 
immunity. In this context, aiming future control measures of canine and human cases, 
immunotherapy has emerged as a viable option. This way, the aim of this study was to 
determine the gene expression of the receptors TLR9, NOD1 and NOD2 in canine 
macrophages and evaluate their correlation with the intracellular survival of L. infantum. 
After screening tests and confirmation of negative diagnosis for the disease, 43 clinically 
healthy animals were selected for blood collection for cell culture. After monocytes 
differentiation into macrophages, part of the culture supernatant was collected and stored at -
80°C for subsequent RNA extraction and real-time PCR, for evaluation of the expression of 
innate immunity genes. The other part was experimentally infected with L. infantum, with 
further evaluation of the intracellular survival of the parasite. It was observed the low 
expression of these receptors and a positive correlation between the expression of NOD2 and 
intracellular survival of L. infantum. These results highlight the importance of studies that aim 
to describe, in a more detailed manner, the function of these and other receptors, both in 
experimental infection as in naturally infected animals. 

Keywords: dogs, Leishmania infantum, NOD-like receptors, Toll-like receptors. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 

 

LISTA DE FIGURAS 

Página 

Figura 1 - Esquema simplificado das vias de sinalização dos TLR. 25 

Figura 2 - Organização estrutural dos receptores do tipo NOD. 26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 

 

LISTA DE GRÁFICOS 
Página 

Gráfico 1 - Estudo de correlação de Pearson entre a expressão gênica de 
TLR9 e sobrevivência intracelular de Leishmania infantum em macrófagos 
caninos.  

37 

Gráfico 2 - Estudo de correlação de Pearson entre a expressão gênica de 
NOD1 e sobrevivência intracelular de Leishmania infantum em macrófagos 
caninos. 

38 

Gráfico 3 - Estudo de correlação de Pearson entre a expressão gênica de 
NOD2 e sobrevivência intracelular de Leishmania infantum em macrófagos 
caninos.  

39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

 

LISTA DE TABELAS 
Página 

Tabela 1 - Receptores do tipo Toll e seus respectivos PAMPs 23 

Tabela 2 - Lista de genes e primers utilizados na qPCR 36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



12 

 

LISTA DE ABREVIAÇÕES, SIGLAS E SÍMBOLOS 

 

%  por cento 

°C  graus Celsius 

293T  linhagem de células embrionárias de rim humano  

AP1  proteína ativadora 1 

ASC  proteína adaptadora associada a apoptose contendo um domínio CARD 

BALB/c camundongos da linhagem Balb/c 

BIR  domínio de repetição inibitória de baculovirus 

C57BL/6 camundongos da linhagem Black six 

CARD  domínio de ativação e recrutamento de caspases 

cDNA  DNA complementar 

CIITA  transativador classe II 

CLR  receptores de lectina tipo C 

CO2  dióxido de carbono 

CpG-DNA regiões de DNA em que citosina ocorre ao lado de guanina 

CT  ciclo limiar 

DAMP padrão molecular associado ao perigo 

DEPC  dicarbonato de dietila 

DNA  ácido desoxirribonucléico 

dNTPs trifosfato de desoxiribonucleotídeos 

ELISA ensaio imunoenzimático 

g  giros 

IKK  IκB quinase 

IKKȕ  inibidor da quinase-κBȕ 

IKKε  inibidor da quinase-κBε 

IL  interleucina 

INFȕ  interferon beta 

INFȖ  interferon gama 

iNOS  óxido nítrico sintase induzida 

IRAK4 proteína quinase 4 associada ao receptor de interleucina 1 

IRF3  fator de regulação de interferon 3 

IκB  inibidor de κB 

LC  leishmaniose cutânea 

LCD  leishmaniose cutânea difusa 



13 

 

LMC  leishmaniose mucocutânea  

LPG  lipofosfoglicano  

LPS  lipopolissacarídeo 

LRR  repetições ricas em leucina 

LV  leishmaniose visceral 

LVC  leishmaniose visceral canina 

MA  Maranhão 

MAPK proteína quinase associada ao mitógeno 

MG  Minas Gerais 

MgCl2  cloreto de magnésio 

MHC  complexo principal de histocompatibilidade 

mL  mililitros 

mM  milimolar 

mRNA RNA mensageiro 

MS  Mato Grosso do Sul 

MT  Mato Grosso 

MyD88 proteína do fator de diferenciação mielóide 88 

NAIP  proteínas inibidoras de apoptose neuronal 

NEMO modulador essencial de NFκB 

NFκB  fator nuclear κB 

ng/μL  nanograma por microlitro 

NK  natural killler 

NLR  receptores do tipo NOD 

NLRA  receptores do tipo NOD expressando o domínio de transativação de ácido 

NLRB  receptores do tipo NOD expressando o domínio BYR 

NLRC  receptores do tipo NOD expressando o domínio CARD 

NLRP  receptores do tipo NOD expressando o domínio de pirina 

NO  óxido nítrico 

NOD  domínio de oligomerização de nucleotídeos 

p/v  massa/volume 

PAMP  padrão molecular associado a patógenos 

PBMC  células mononucleares do sangue periférico 

PBS  solução salina tamponada com fosfato 

PCR  reação da cadeia de polimerase 

PI  Piauí 



14 

 

PRR  receptores de reconhecimento de padrões 

PYR  domínio de pirina 

qPCR  PCR quantitativa ou PCR em tempo real 

RIG-I  gene 1 induzível por ácido retinóico 

RIP1  proteína 1 de interação com o receptor 

RIP3  proteína 3 de interação com o receptor 

RIPK2 proteína quinase 2 de interação com o receptor 

Rk39  antígeno recombinante K39 

RLR  receptores do tipo RIG-I 

RN  Rio Grande do Norte 

RNA  ácido ribonucleico 

RPMI  meio Roswell Park Memorial Institute 

SFB  soro fetal bovino 

SP  São Paulo 

spp  espécies 

TAK1  quinase 1 ativada por TGFȕ 

TANK  membro da família TRAF associado ao ativador de NFκB 

TBK1  quinase ligadora de TANK 

Th  linfócito T helper  

TIR  receptor Toll/Interleucina 1 

TIRAP domínio TIR contendo proteína adaptadora 

TLR  receptores do tipo Toll 

TNFα  fator de necrose tumoral alfa 

TO  Tocantins 

TRADD receptor 1 de TNF associado ao domínio de morte 

TRAF3 receptor de TNF associado ao fator 3 

TRAF6 receptor de TNF associado ao fator 6 

TRAM molécula adaptadora relacionada ao TRIF 

TRIF  domínio TIR contendo proteína adaptadora indutora de IFNȕ 

UI  unidade internacional 

μg  microgramas 

μL  microlitros 

μM  micromolar 
 
 
 



15 

 

SUMÁRIO 

Página 

1 INTRODUÇÃO 17 

2 REVISÃO DE LITERATURA 19 

2.1 Leishmaniose 19 

2.2 O sistema imune inato e os receptores de reconhecimento de padrões 21 

2.2.1 Receptores do tipo Toll 22 

2.2.1.1 Vias de sinalização dos TLRs 23 

2.2.2 Receptores do tipo NOD 25 

2.2.2.1 Vias de sinalização dos NLRs 27 

2.3 TLRs e leishmaniose 28 

2.4 NLRs e leishmaniose 29 

3 HIPÓTESE 31 

4 OBJETIVOS 32 

4.1 Geral 32 

4.2 Específicos 32 

5 MATERIAIS E MÉTODOS 33 

5.1 Seleção dos animais e obtenção de amostras 33 

5.2. Cultivo celular 33 

5.3 Avaliação da viabilidade celular 34 

5.4 Infecção in vitro de macrófagos caninos por L. infantum 34 



16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.5 Extração de RNA 35 

5.6 Confecção de cDNA 35 

5.7 Quantificação de mRNA de genes de imunidade inata através de qPCR 36 

5.8 Análise estatística 36 

6 RESULTADOS 37 

7 DISCUSSÃO 40 

8 CONCLUSÃO 45 

REFERÊNCIAS 46 



17 

 

1 INTRODUÇÃO 

 A leishmaniose é uma doença infecciosa negligenciada, que afeta principalmente 

populações mais pobres e marginalizadas, constituindo um grave problema de saúde pública, 

com significativa mortalidade e morbidade (TUON et al., 2008). A doença apresenta diversas 

formas clinicas, e está amplamente distribuída em mais de 98 países da África, das Américas, 

Ásia e Europa (ALVAR et al., 2012). 

 Do ponto de vista biológico, as espécies de Leishmania são parasitos intracelulares 

obrigatórios que parasitam principalmente os macrófagos do hospedeiro. Desde a inoculação 

das formas promastigotas na pele do hospedeiro pelo inseto vetor até a diferenciação em 

amastigotas no interior das células-alvo, o estabelecimento ou não da enfermidade depende da 

habilidade do parasito em evadir-se da resposta imunológica do hospedeiro, que inclui 

elementos da defesa inata e adaptativa (GUPTA et al., 2013). 

 A via de sinalização dos receptores do tipo Toll (TLR) é uma das primeiras barreiras 

de defesa contra microrganismos invasores (ODA E KITANO, 2006). Os TLRs são proteínas 

transmembranas que reconhecem várias categorias de agentes patogênicos. A família dos 

TLRs é composta por 10 membros em seres humanos e 12 em camundongos, com 

especificidade para diferentes patógenos (JANSSENS E BEYAERT, 2003).  

 Por outro lado, os receptores semelhantes à NOD (NLR) são uma família adicional de 

receptores da resposta imune inata, que também reconhecem padrões moleculares associados 

a patógenos (PAMPs) no citoplasma das células, o que sugere que, quando microrganismos 

escapam da vigilância extracelular, existe outra linha de reconhecimento nas células do 

hospedeiro. Dentre os mais de 20 NLRs estão o NOD1 e o NOD2, que reconhecem 

peptideoglicanos da parede celular bacteriana (KANNEGANTI et al., 2007). 

 Os TLRs, importantes em outras doenças, já foram investigados na leishmaniose 

(KROPF et al., 2004a; LIESE et al., 2007; KAVOOSI et al., 2009; SAFAIYAN et al., 2011), 

mas informações sobre seu papel no hospedeiro canino são escassas, bem como o papel 

desempenhado pelos NLRs. 
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 Sob o aspecto epidemiológico, a leishmaniose visceral (LV) é endêmica no Brasil, 

com registro frequente de surtos, que atingem as cinco regiões brasileiras (BRASIL, 2010). 

Casos autóctones de LV já foram registrados em 26 dos 27 estados, indicando a dispersão da 

doença ao longo do território brasileiro (SINAN, 2013).  

 Na década de 90, aproximadamente 95% dos casos da doença estavam concentrados 

na região Nordeste, especialmente nas capitais Teresina (PI), São Luís (MA) e Natal (RN), 

mas, em decorrência da sua ampla expansão para cidades de outras regiões, como Belo 

Horizonte (MG), Araguaína (TO), Campo Grande (MS), Bauru (SP), Palmas (TO), Cametá 

(PA), Rondonópolis (MT), Três Lagoas (MS), Montes Claros (MG) e Araçatuba (SP), a partir 

do ano 2000 essa proporção diminuiu para aproximadamente 50%, mantendo-se estável desde 

então. Esses dados evidenciam a urbanização da LV e demonstram que não há sinais 

evidentes de que a sua transmissão esteja sob controle (WERNECK, 2014). 

 O estudo da leishmaniose visceral canina (LVC) sob o ponto de vista clínico e 

epidemiológico é muito importante, uma vez que o cão é incriminado como principal 

reservatório do parasito. Por esse motivo, as medidas de controle da doença são pautadas 

principalmente na eliminação de animais sororreagentes. No entanto, a análise de dados da 

ocorrência de LV nas últimas décadas demonstra que a eutanásia de cães positivos não 

reduziu o número de casos humanos, o que mostra que não há um real impacto dessa medida 

no controle da doença.  

 O aumento crescente da casuística da doença canina e humana no Brasil, a baixa 

aceitação da eutanásia como principal medida preventiva, dada a importância do cão no 

ambiente familiar; e a inexistência de práticas de controle e prevenção da doença a longo 

prazo torna necessária a busca por outras alternativas que impeçam a expansão da LV. Nesse 

contexto, visando medidas futuras de controle dos casos caninos e humanos, a imunoterapia 

desponta como uma opção viável, tendo em vista a necessidade de uma investigação mais 

aprofundada dos mecanismos envolvidos na patogênese da doença e no estabelecimento de 

uma resposta imunológica protetora. Estudos experimentais já evidenciaram a importância 

dos receptores de reconhecimento de padrões como adjuvantes de vacinas e na imunoterapia 

contra a leishmaniose. O papel TLRs e NLRs já foi documentado em várias doenças em cães, 

portanto faz-se necessário investigar seu papel na imunidade inata frente à infecção por 

Leishmania infantum, justificando-se desta maneira a realização desta pesquisa.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Leishmaniose 

Os parasitos do gênero Leishmania são responsáveis pela leishmaniose, um complexo 

de doenças que afetam o homem e várias populações animais. Mais de 30 espécies já foram 

identificadas até o momento e destas, aproximadamente 10 são de importância médica e 

veterinária (BATES, 2007). Tanto a leishmaniose humana quanto a canina são consideradas 

doenças negligenciadas, e são endêmicas em regiões tropicais e subtropicais do mundo, como 

a Bacia do Mediterrâneo, Oriente Médio e o Brasil (DESJEUX, 2004). 

Independente da espécie de Leishmania, o ciclo biológico é digenético, alternando 

entre um hospedeiro mamífero e insetos vetores, que podem ser do gênero Phlebotomus spp. e 

Lutzomyia spp. O ciclo começa quando o flebótomo fêmea infectado realiza seu repasto 

sanguíneo em um hospedeiro vertebrado e inocula na pele deste as formas infectivas, 

promastigotas metacíclicas, as quais são fagocitadas pelos macrófagos e se transformam em 

formas amastigotas, que se reproduzem por meio de divisão binária. As amastigotas se 

dividem, aumentando em quantidade até que a célula se rompa, e são novamente fagocitadas 

por novas células, dando continuidade ao ciclo (BAÑULS et al., 2007). 

A leishmaniose possui um amplo espectro de manifestações clínicas, que podem variar 

desde lesões cutâneas brandas até a forma sistêmica, mais grave. A doença pode ser 

classificada em quatro quadros clínicos principais: leishmaniose cutânea (LC), leishmaniose 

cutânea difusa (LCD), leishmaniose mucocutânea (LMC) e leishmaniose visceral (LV), que 

diferem entre si quanto aos aspectos imunopatológicos e graus de morbidade e mortalidade 

(KEDZIERSKI, 2011; KHEIRANDISH et al., 2013). 

A LV, ou calazar, é a forma sistêmica da enfermidade, potencialmente fatal caso não 

tratada. Em seres humanos, pode ser caracterizada clinicamente por febre prolongada, perda 

gradativa de peso, hepatoesplenomegalia, anemia progressiva, hipergamaglobulinemia e 

pancitopenia (SUNDAR E RAI, 2002). A maioria dos casos ocorre em áreas onde as 

condições socioeconômicas são precárias (WHO, 2015). 

A leishmaniose visceral canina (LVC), por sua vez, é considerada mais importante que 

a doença no homem, visto que o cão tem sido incriminado como principal reservatório da 

infecção (DANTAS-TORRES E BRANDÃO-FILHO, 2006); embora outras espécies 
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domésticas, como o gato (DE SOUZA et al., 2005; DA SILVA et al., 2008) e sinantrópicas, 

como a raposa (SILVA et al., 2000; TENÓRIO et al., 2011), marsupiais (SCHALLIG et al., 

2007) e roedores (OLIVEIRA et al., 2005) também desempenhem esse papel.  

No Brasil, a LVC era considerada endêmica apenas nas áreas rurais, mas desde a 

década de 80 vem se expandindo para os centros urbanos (HARHAY et al., 2011). Os grandes 

índices de desmatamento, com consequente adaptação do flebotomíneo ao ambiente urbano, e 

a intensa migração de pessoas e animais das zonas rurais para as cidades são fatores que 

contribuíram para a urbanização da doença (MAIA-ELKHOURY et al., 2008; BARRETO et 

al., 2011). 

L. infantum (= L. chagasi) é a espécie mais comumente associada à forma visceral da 

doença em cães (CHAPPUIS et al., 2007). Os animais infectados podem permanecer 

assintomáticos ou manifestar sinais clínicos variáveis, como febre, perda de peso leve a 

moderada, caquexia, alterações dermatológicas (pelagem opaca, alopecia, onicogrifose, 

úlceras na pele, focinho e orelhas), opacidade da córnea, ceratoconjuntivite, febre, 

esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatia, epistaxe, poliúria, polidipsia e complicações 

nervosas (MONTEIRO et al., 2009; PENAFORTE et al., 2013). 

Alguns fatores, como a resposta imunológica do hospedeiro e a constituição gênica do 

parasito podem influenciar diretamente na manifestação clínica e no prognóstico da 

enfermidade. Também é possível que possam contribuir para a persistência do parasito no 

hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2013). 

Em cães, o principal mecanismo efetor envolvido na imunidade protetora é a ativação 

de macrófagos pelas citocinas do perfil Th1, principalmente interferon gama (INFȖ) e fator de 

necrose tumoral (TNFα). Estas estimulam a produção da enzima óxido nítrico sintase 

induzida (iNOS), responsável por catalisar o aminoácido L-arginina em óxido nítrico (NO), 

uma molécula tóxica que desempenha um importante papel microbicida (HOLZMULLER et 

al., 2005). O desenvolvimento da doença geralmente é relacionado com o aumento da carga 

parasitária e uma resposta humoral forte, mas ineficiente (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). 

Embora a imunidade adaptativa seja essencial na resolução da infecção, os mecanismos da 

imunidade inata são de grande importância na defesa antiparasitária (FARIA et al., 2012).  
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2.2 O sistema imune inato e os receptores de reconhecimento de padrões 

O sistema imunológico pode ser subdividido em sistema imune inato e sistema imune 

adaptativo. A resposta imune inata era inicialmente considerada como não específica e menos 

complexa, no entanto essa ideia foi reformulada com a descoberta do primeiro receptor do 

tipo Toll em seres humanos, nos anos 90 (MEDZHITOV et al., 1997). A partir de então, 

houve maior compreensão dos papéis da imunidade inata no reconhecimento de patógenos, na 

sua eliminação e no processo inflamatório, anteriormente subestimados (PANDEY et al., 

2014).  

Esse reconhecimento é feito por meio de receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs), que identificam estruturas conservadas de microrganismos, denominadas padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs) e moléculas derivadas de células danificadas do 

próprio organismo, conhecidas como padrões moleculares associados ao perigo (DAMPs) 

(KAWASAKI E KAWAI, 2014). Estes ativam a expressão de proteínas do complexo 

principal de histocompatibilidade (MHC), moléculas co-estimuladoras e mediadores 

inflamatórios, por células do sistema imune, como macrófagos, células dendríticas, 

neutrófilos e outros fagócitos “não profissionais” (PANDEY et al., β014).  

Esses processos não apenas desencadeiam os mecanismos imediatos do início da 

resposta imune, mas também iniciam e orquestram a resposta imune adaptativa antígeno-

específica (SURESH E MOSSER, 2013).  

Microrganismos como bactérias, vírus, fungos e parasitos possuem uma ampla 

variedade de PAMPs, necessários à sua sobrevivência. Os PAMPs variam quanto à sua 

natureza molecular, podendo ser lipídios, lipoproteínas, proteínas e ácidos nucléicos, 

detectados por receptores específicos (AKIRA et al., 2006).  

Os PRRs são agrupados em diversas classes, dependendo das suas semelhanças 

estruturais. Podem ser receptores do tipo Toll (TLRs), do tipo NOD (NLRs), do tipo RIG-I 

(RLRs), receptores de lectina tipo C (CLRs) e sensores citosólicos de DNA (TANG et al., 

2012). 
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2.2.1 Receptores do tipo Toll 

A descoberta da família dos TLRs deu-se a partir da identificação de um toll, um 

receptor expresso em Drosophila melanogaster, essencial na embriogênese e no 

estabelecimento da resposta imune inata frente à infecção por fungos (LEMAITRE et al., 

1996). 

Os TLRs, por terem sido os primeiros receptores a serem identificados, são melhor 

caracterizados. São proteínas transmembrânicas do tipo I, formados por três domínios: 

extracelular, transmembranar e citoplasmático (KAWAI E AKIRA, 2011). O domínio 

extracelular é constituído por repetições ricas em leucina (LRRs), que formam um arranjo 

helicoidal semelhante a uma ferradura; e é responsável pelo reconhecimento e ligação dos 

PAMPs. O domínio transmembranar é curto e serve como ligação entre o meio extra e 

intracelular. O domínio citoplasmático, denominado receptor Toll/IL-1 (TIR), interage com 

proteínas adaptadoras que iniciam as vias de sinalização, culminando na regulação da 

expressão de citocinas, quimiocinas e interferons do tipo I, que atuam na defesa do hospedeiro 

contra infecções microbianas (BOTOS et al., 2011). 

Até o momento foram identificados 10 TLRs distintos em humanos (TLR1-10) e 12 

em camundongos (TLR1-9, TLR11-13), que podem funcionar como homo ou heterodímeros. 

São classificados em dois grupos, com base na localização celular e nos PAMPs que 

reconhecem (Tabela 1). TLR1, 2, 4, 5, 6 e 10 estão presentes na superfície celular e 

reconhecem lipídios, lipoproteínas e proteínas; enquanto TLR3, 7, 8, 9, 11, 12 e 13 são 

encontrados em compartimentos intracelulares, como os endossomos, onde reconhecem 

ácidos nucléicos provenientes de microrganismos ou, em condições particulares como 

doenças autoimunes, ácidos nucléicos originários do próprio organismo (BLASIUS E 

BEUTLER, 2010; KAWAI E AKIRA, 2010; CELHAR et al., 2012). 
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Tabela 1 - Receptores do tipo Toll e seus respectivos PAMPs  

Receptor PAMPs reconhecidos Microrganismos Localização 

TLR1 Lipopeptídeos triacetilados Bactérias Superfície celular 

TLR2 Lipopeptídeos di/triacetilados Bactérias Superfície celular 

TLR3 RNA de fita dupla Vírus Endossomos 

TLR4 LPS Bactérias Superfície celular 

TLR5 Flagelina Bactérias Superfície celular 

TLR6 Lipopeptídeos diacetilados Micobactérias Superfície celular 

TLR7 RNA de fita simples Vírus/bactérias Endossomos 

TLR8 RNA de fita simples Vírus/bactérias Endossomos 

TLR9 CpG-DNA metilados Vírus/bactérias Endossomos 

TLR10 Desconhecido Desconhecido Superfície celular 

TLR11 Flagelina, profilina Bactérias/protozoário Endossomos 

TLR12 Profilina Protozoários Endossomos 

TLR13 RNAr 23S Bactérias Endossomos 

Fonte: adaptado de Kawasaki e Kawai (2014) e Pandey et al. (2014). 

 A ativação das vias de sinalização dos TLRs inicia-se com o recrutamento de uma ou 

mais proteínas adaptadoras, tais como: MyD88 (proteína do fator de diferenciação mielóide 

88), TIRAP (domínio TIR contendo proteína adaptadora), TRIF (domínio TIR contendo 

proteína adaptadora indutora de IFNȕ) e TRAM (molécula adaptadora relacionada ao TRIF). 

A via dependente de MyD88 é utilizada por todos os TLRs, com exceção do TLR3, que 

emprega uma via alternativa, dependente do TRIF. Já o TLR4 ativa ambas as vias (Figura 1) 

(BARTON E KAGAN, 2009). 

2.2.1.1 Vias de sinalização dos TLRs 

Na via MyD88-dependente, após a ligação da proteína adaptadora ao domínio 

intracelular do TLR em questão, há o recrutamento da proteína quinase 4 associada ao 

receptor de interleucina 1 (IRAK4) que, após fosforilação, ativa a proteína TRAF6 (receptor 

de TNF associado ao fator 6), desencadeando o aumento da atividade do complexo 

enzimático IκB quinase (IKK). A fosforilação desse complexo resulta na translocação do fator 

nuclear κB (NFκB) para o núcleo da célula, induzindo a expressão de citocinas pró-

inflamatórias (TAKEDA E AKIRA, 2005). 
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Já na via TRIF-dependente, o adaptador associa-se às proteínas TRAF3, TRAF6, RIP1 

e RIP3 (proteínas 1 e 3 de interação com o receptor). A interação entre TRAF6 e RIP1 com as 

quinases TRADD (Receptor 1 de TNF associado ao domínio de morte) e TAK1 (quinase 1 

ativada por TGFȕ) induzem a produção de citocinas inflamatórias, através da ativação de 

MAPKs (proteína quinase associada ao mitógeno) e do NFκB (ERMOLAEVA et al., β008). 

Por outro lado, a combinação das proteínas TRAF3, TBK1 (quinase ligadora de TANK) e 

IKKε (Inibidor da quinase-κBε) acarreta na fosforilação e ativação do IRFγ (fator de 

regulação de interferon γ), com consequente produção de INFȕ (FITZGERALD et al., β00γ).  

O TLR4 também utiliza a via do TRIF, no entanto, para que o mecanismo de 

sinalização funcione de forma adequada, é necessário o recrutamento de uma segunda 

molécula adaptadora, TRAM (BLASIUS E BEUTLER, 2010). De modo geral, este receptor 

comporta-se de maneira diferenciada em relação aos demais TLRs: é o único capaz de ativar 

as duas vias de sinalização, de recrutar todas as proteínas adaptadoras e, apesar da sua 

localização na superfície celular, consegue induzir a formação de interferon tipo 1, restrita aos 

receptores encontrados nos compartimentos intracelulares (BARTON E MEDZHITOV, 2003; 

O'NEILL E BOWIE, 2007). 
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Figura 1 - Esquema simplificado das vias de sinalização dos TLR. 

 

Fonte: A autora (2016) 

2.2.2 Receptores do tipo NOD 

Os receptores do tipo NOD (domínio de oligomerização de nucleotídeos), ou NLRs, 

são proteínas citoplasmáticas sensores de PAMPs. Foram descritos pela primeira vez como 

componentes do sistema imune inato de plantas, desempenhando papel na proteção contra 

doenças, através da ativação do gene R (JONES E DANGL, 2006). Formas homólogas desse 

receptor são encontradas em vertebrados e em organismos mais primitivos, como o ouriço-do-

mar, que possui pelo menos 203 NLRs (HIBINO et al., 2006). A conservação dos receptores 

ao longo do processo evolutivo demonstra sua importância para a defesa do hospedeiro 

(FRANCHI et al., 2009). 
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Já foram relatados 22 tipos de NLRs em humanos e pelo menos 34 em camundongos, 

expressos em uma variedade de tipos celulares, como células epiteliais, neutrófilos e 

macrófagos (INOHARA E NUÑEZ, 2003; KANNEGANTI et al., 2007).  

Estruturalmente, os NLRs são compostos por um domínio NOD central, um domínio 

carboxi-terminal e um domínio efetor amino-terminal variável (Figura 2). O domínio central é 

responsável pela capacidade de oligomerização dos receptores, com consequente ativação 

destes. O domínio carboxi-terminal, rico em LRRs, é responsável pela detecção dos PAMPs e 

DAMPs. Já o domínio efetor amino-terminal medeia o início da cascata de sinalização, 

através de sua interação com proteínas adaptadoras. Esse domínio pode ser um domínio de 

transativação de ácido, domínio de repetição inibitória de baculovírus (BIR), domínio de 

ativação e recrutamento de caspases (CARD) ou um domínio de pirina (PYR) (TING et al., 

2008; FRANCHI et al., 2009). 

Dependendo do tipo de domínio efetor presente, os NLRs podem ser classificados em 

4 famílias distintas: NLRA ou CIITA (transativador classe II), NLRB ou NAIP (proteínas 

inibitórias de apoptose neuronal), NLRC e NLRP, que possuem os domínios de transativação 

de ácido, BIR, CARD e PYR, respectivamente (ZHONG et al., 2013). 

Figura 2 - Organização estrutural dos receptores do tipo NOD.  

 

Fonte: Adaptado de Zhong et al. (2013) 
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2.2.2.1 Vias de sinalização dos NLRs 

A ativação das vias de sinalização dos NLRs pode resultar em três eventos distintos: a 

ativação de fatores transcricionais, a ativação do NFκB e a formação de inflamassomos, os 

dois últimos resultando na produção de citocinas pró-inflamatórias (MOTTA et al., 2015). 

Inflamassomos são complexos multiprotéicos formados no citoplasma das células após 

estímulo por moléculas endógenas ou de patógenos, e são constituídos por um NLR, uma 

proteína adaptadora ASC (proteína adaptadora associada a apoptose contendo um domínio 

CARD) e a forma ativa da caspase-1 (MARTINON et al., 2002).  

Os receptores NOD1 e NODβ promovem a ativação do NFκB em consequência da 

detecção citosólica de fragmentos de peptidioglicanos bacterianos (PHILPOTT et al., 2014). 

Ao reconhecer um PAMP ou DAMP, iniciam o processo de oligomerização do seu domínio 

central, que acarreta na exposição do domínio CARD e recrutamento da proteína RIPK2 

(proteína quinase 2 de interação com o receptor), que envia sinais para os receptores via 

interação CARD-CARD (LECINE et al., 2007). A ubiquitinização de RIPK2 leva à liberação 

do modulador essencial de NFκB (NEMO) e, desta forma, à ativação do complexo IKK. Após 

fosforilação da porção IKKȕ do complexo, há a liberação de NFκB, que é translocado para o 

núcleo da célula, onde induz a expressão de citocinas pró-inflamatórias (HASEGAWA et al., 

β006). Além da ativação do NFκB, RIPKβ também ativa a via MAPK, resultando na 

liberação do fator de transcrição AP1, responsável pelo controle da proliferação e 

diferenciação celular e da apoptose (KOBAYASHI et al., 2005). 

Já os inflamassomos, após reconhecer a estrutura da molécula ligante, recrutam a 

proteína caspase-1, necessária para a secreção das citocinas pró-inflamatórias IL-1ȕ e IL-18 e 

na indução de uma morte celular programada chamada piroptose, que restringe a replicação 

do patógeno (LIU et al., 2013; LAMKANFI E DIXIT, 2014). 

Por último, o receptor CIITA funciona como co-ativador transcricional fundamental 

para expressão do MHC tipo II em células apresentadoras de antígeno. Embora possua a 

mesma conformação estrutural dos demais NLRs, esse receptor possui um domínio ácido 

adicional e um domínio rico em prolina, serina e treonina no seu terminal N. As alterações 

estruturais de CIITA não permitem sua ligação com DNA, mas fornecem uma plataforma 

para recrutamento e interação de proteínas necessárias à transcrição do MHC II em linfócitos, 
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células dendríticas, macrófagos e outras células apresentadoras de antígeno, através do 

estímulo com INFȖ (MASTERNAK et al., β000; BERESFORD E BOSS, β001). 

2.3 TLRs e leishmaniose 

 Na fase inicial da infecção, a habilidade das espécies de Leishmania em invadir e 

sobreviver ao ambiente hostil presente no interior dos macrófagos depende da interação entre 

as moléculas da superfície celular e do parasito. Na leishmaniose, o comprometimento da 

resposta imune do hospedeiro, com diminuição da resposta efetora dos macrófagos e aumento 

da secreção de citocinas do perfil Th2 endossa a importância da ativação de outros 

mecanismos de reconhecimento do patógeno, especialmente a via dos TLRs (SINGH et al., 

2012). 

 A infecção in vitro de macrófagos com L. donovani comprovou o envolvimento dos 

receptores TLR2 e TLR3 na produção de TNFα e óxido nítrico, ambos importantes para a 

resolução da infecção e estabelecimento da imunidade protetora contra Leishmania 

(FLANDIN et al., 2006). Além disso, estudos de transfecção de células 293T com vários 

TLRs demonstraram que TLR2 é o principal receptor de lipofosfoglicanos (LPG), presentes 

na superfície do parasito (DE VEER et al., 2003). 

 Estudos com neutrófilos humanos sugerem que TLR2 se liga diretamente ao LPG, 

desencadeando os eventos de sinalização (BECKER et al., 2003). Recentemente, foi 

demonstrado que o anticorpo anti-TLR2 é capaz de inibir tais eventos, entretanto, mesmo 

cepas de L. donovani knockout para LPG ainda são capazes de ativar macrófagos de modo 

dependente de TLR2, sugerindo que este receptor também reconhece outras frações de 

fosfoglicanos de Leishmania (SRIVASTAV et al., 2012). 

 Glicoproteínas e esfingofosfolipídeos presentes na superfície de L. donovani foram 

apontadas como potenciais ligantes para TLR4, com base na sua capacidade em induzir 

moléculas efetoras, tais como espécies reativas de oxigênio e IL-12 (KARMAKAR et al., 

2012, PAUL et al., 2012). Em consonância com esses dados, camundongos knockout para o 

gene TLR4 são altamente suscetíveis à infecção por Leishmania spp., por isso apresentam 

uma alta carga parasitária. Apesar disso, curiosamente estes animais são capazes de, em 

última instância, eliminar a infecção parasitária, o que sugere assim a ação de outros TLRs 

(KROPF et al., 2004a, KROPF et al., 2004b). 
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 Dentre estes, TLR9 desponta como outro importante receptor envolvido na proteção 

contra Leishmania. Ao reconhecer o DNA do parasito, promove o aumento da síntese de IL-

12 e a lise de células-alvo específicas, através da ativação de células natural killers (NK) 

(LIESE et al., 2007, SCHLEICHER et al., 2007). Além disso, camundongos knockout são 

mais suscetíveis à infecção, mas, de forma semelhante ao que ocorre com animais knockout 

para TLR4, eventualmente ocorre a resolução da doença com o passar do tempo. Estes 

estudos independentes destacam a redundância quanto aos papéis dos diversos TLRs frente à 

infecção (LIESE et al., 2007, WEINKOPFF et al., 2013). 

 A detecção de ácidos nucléicos de Leishmania spp. por TLRs endossomais é outro 

importante fator de resistência à infecção. Estudos mostram que no modelo murino a 

deficiência de um destes receptores: TLR3, TLR7 ou TLR9 resultam em susceptibilidade 

moderada à doença, enquanto que a deficiência simultânea dos três receptores tornou os 

animais altamente suscetíveis. Esses resultados demonstram mais uma vez que diferentes 

TLRs podem desempenhar a mesma função no organismo humano ou animal. Também foi 

observado que o papel de TLR5 na promoção de resposta imune ainda é desconhecido 

(SCHAMBER-REIS et al., 2013). 

 Em seres humanos e camundongos, a função dos TLR na leishmaniose é bem 

estabelecida, inclusive com ensaios laboratoriais para fins terapêuticos e vacinais (RAMAN et 

al., 2010). Entretanto, estudos reportando suas funções em cães são extremamente escassos. 

2.4 NLRs e leishmaniose 

 Apesar do papel dos NLRs na resposta imune inata contra Leishmania já ter sido 

descrito por alguns autores (LIMA-JUNIOR et al., 2013; GURUNG et al., 2015a; GURUNG 

et al., 2015b; TURCHETTI et al., 2015), os dados disponíveis na literatura são escassos, e 

limitados aos receptores NLRP3, NOD1 e NOD2.  

 O inflamassomo NLRP3 é um dos maiores reguladores da produção das citocinas IL-

1ȕ e IL-18, in vitro e in vivo (GURUNG et al., 2015a). Em estudos realizados por Lima-

Junior et al. (2013) foi evidenciado o papel protetor de NLRP3 durante a infecção de 

camundongos resistentes da linhagem C57BL/6 por L. amazonensis. Os experimentos in vitro 

mostraram que algumas espécies de Leishmania, como L. amazonensis, L. mexicana e L. 

braziliensis induzem a ativação de caspase-1 e a produção de IL-1ȕ dependente de NLRPγ. 

Além disso, demonstrou que camundongos knockout para os genes NLRP3, ASC e caspase-1 
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são altamente suscetíveis à infecção por L. amazonensis quando comparados a animais 

normais, demonstrando a importância do inflamassomo na promoção de uma resposta 

protetora à infecção nesta linhagem.  

 Quanto ao mecanismo de ação, IL-1ȕ induz a produção de óxido nítrico, promovendo 

a destruição do parasito no interior dos macrófagos. Um estudo mais recente mostra a 

importância do NLRP3 durante a infecção por L. major em camundongos BALB/c suscetíveis 

(GURUNG et al., 2015b). De forma semelhante ao trabalho de Lima-Junior et al. (2013), a 

infecção de camundongos BALB/c com L. major também induz a ativação de caspase-1 e 

subsequente produção de IL-1ȕ e IL-18, no entanto, nos animais desta linhagem houve um 

quadro severo de edema de pata, além de alta carga parasitária. Estudos adicionais revelam o 

papel de IL-18 como uma “citocina patogênica”, promovendo a sobrevivência de L. major ao 

alterar o perfil de resposta das células T (GURUNG et al., 2015b). 

 Estes dois estudos mostram o papel destas citocinas na infecção por Leishmania, 

promovendo a multiplicação do parasito em camundongos BALB/c e inibindo sua replicação 

em camundongos C57BL/6 (WEI et al., 2004; BRYSON et al., 2008; VORONOV et al., 

2010; KAUTZ-NEU et al., 2011). Como o receptor NLRP3 controla a produção destas 

citocinas, também possui a mesma função. 

 Pouco se sabe sobre o papel de NOD1 e NOD2 na LV humana e canina, bem como 

dos receptores que não formam inflamassomos. Com relação à NOD1 e NOD2, Turchetti et 

al. (2015) avaliaram sua expressão em macrófagos caninos infectados com L. infantum e 

observaram que a expressão constitutiva de NOD1 é baixa e de NOD2 insignificante. Apesar 

disso, há fortes indícios da importância dessas vias no processo inflamatório e no 

desenvolvimento da imunidade adaptativa (CLAY et al., 2014). 
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3 HIPÓTESE 

 A expressão dos genes TLR9, NOD1 e NOD2 influenciam no grau de sobrevivência 

intracelular de Leishmania infantum? 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Geral 

 Avaliar a relação do grau de sobrevivência intracelular de Leishmania infantum em 

macrófagos caninos e marcadores de imunidade inata. 

4.2 Específicos 

 Avaliar a expressão dos genes TLR9, NOD1 e NOD2 em macrófagos 

experimentalmente infectados por L. infantum; 

 

 Verificar se existe correlação entre a expressão gênica de TLR9, NOD1 e NOD2 e a 

sobrevivência intracelular de L. infantum. 
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5 METODOLOGIA 

5.1 Seleção dos animais e obtenção de amostras 

 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal, da 

Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG, protocolo 140/2009). Todo protocolo 

experimental foi realizado no Laboratório de Patologia Molecular, da Escola de 

Veterinária/UFMG. 

 Para triagem de animais negativos para leishmaniose, foram selecionados 234 cães, 

sem padrão racial definido, de ambos os sexos e idades variando entre 1 e 8 anos, 

provenientes de abrigos localizados na região metropolitana de Belo Horizonte, Minas Gerais. 

 A coleta de sangue foi feita através de venopunção cefálica, em tubos a vácuo 

contendo anticoagulante. Após a coleta, as amostras foram centrifugadas para obtenção de 

soro e de papa de leucócitos. 

 Para avaliar a ausência de infecção por Leishmania spp. foi realizado o teste ELISA 

com antígeno recombinante rK39, como triagem. Das amostras avaliadas, 96 possuíam 

anticorpos anti-Leishmania, e foram excluídos do estudo. 

 As amostras negativas no ELISA foram submetidas a teste confirmatório através de 

PCR da papa de leucócitos, para determinar a ausência de DNA do cinetoplasto de 

Leishmania. Das 138 amostras testadas, 12 amplificaram o DNA do parasito. Portanto, dos 

234 animais, 126 foram considerados negativos para a infecção. 

 A partir dos resultados dos dois testes, dos 126 animais clinicamente saudáveis, 43 

foram selecionados para a etapa subsequente do trabalho. O critério de seleção foi o porte do 

animal, sendo escolhidos aqueles de maior porte, devido ao grande volume de sangue 

necessário para realização do cultivo celular. 

5.2. Cultivo celular 

 A obtenção de macrófagos derivados de monócitos foi feita através de metodologia 

descrita por Bueno et al. (2005). Resumidamente, foram coletados 60 mL de sangue periférico 

dos animais selecionados, através de punção da veia jugular, em tubos contendo heparina. As 

amostras foram centrifugadas e, após separação do plasma, as células foram ressuspensas em 
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PBS, na proporção 1:1, e sobrepostas em solução de Ficoll-Paque, para separação das células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC). Após separação, foi feita a lavagem do PBMC 

com PBS e ressuspensão em 8 mL de meio RPMI-1640, suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (SFB), L-glutamina (200 mM), piruvato (10 mM), aminoácidos não essenciais (10 

mM), bicarbonato de sódio (7,5% p/v), penicilina (50 UI/mL) e estreptomicina (50 µL/100 

mL). A suspensão celular foi transferida para frascos de Teflon e cultivada a 37ºC e 5% CO2. 

Após 24 horas foi realizada a primeira troca do meio para remover as células não aderentes, 

com sucessivas trocas a cada três dias durante um intervalo de 10 dias.  

5.3. Avaliação da viabilidade celular 

 Após o período de diferenciação celular, as garrafas de teflon foram colocadas no gelo 

por meia hora e agitadas vigorosamente para dissociação das células, conforme Bueno et al. 

(2005). A suspensão foi transferida para tubos Falcon, que foram centrifugados a 2000 g por 

10 minutos a 18ºC. O sobrenadante foi descartado e as células suspendidas em 1 mL de RPMI 

suplementado com SFB.  

 A suspensão celular foi separada em duas alíquotas: uma para avaliação da viabilidade 

celular e outra para extração de RNA. A alíquota para extração de RNA foi novamente 

centrifugada e, após descarte do sobrenadante, foi adicionado 1 mL de Trizol, sendo as 

amostras imediatamente armazenadas em freezer - 80ºC. 

 A avaliação da viabilidade celular foi feita através do teste de exclusão do azul de 

Tripan. 10 µL da suspensão celular foram adicionados a 90 µL de azul de Tripan a 0,5% e 

posteriormente uma gota foi colocada em câmara de Neubauer, para contagem do número de 

células viáveis. Após a contagem, foi feito o ajuste da concentração final de células para 8 x 

104 macrófagos/mL, seguido de infecção dos macrófagos com L. infantum.  

5.4 Infecção in vitro de macrófagos caninos por L. infantum 

 Para infecção dos macrófagos foram utilizadas formas promastigotas de Leishmania 

infantum (cepa MHOM/BR/1970/BH46), cultivadas em meio Schneider suplementado com 

5% de SFB inativado, penicilina (100UI/mL) e estreptomicina (50 μg/mL). Para garantir a 

característica de infectividade, foram utilizadas culturas de formas promastigotas com no 

máximo cinco passagens in vitro. 
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 Os macrófagos foram infectados de acordo com a metodologia descrita por Bueno et 

al. (2009). Após 24 ou 72 horas de infecção foi realizada a contagem de amastigotas viáveis 

em câmara de Neubauer, através de coloração pelo método de Giemsa. Para tal, foi feita a 

contagem direta, em microscópio óptico, de 200 células escolhidas ao acaso em diferentes 

campos. O percentual de sobrevivência intracelular de L. infantum para cada animal foi 

determinado dividindo a média do número de amastigotas por macrófago com 72 horas de 

infecção pela média do número de amastigotas por macrófago com 24 horas de infecção, 

multiplicado por 100. 

5.5 Extração de RNA 

A extração de RNA foi realizada pelo método do Trizol, de acordo com o protocolo do 

fabricante. A solução de células em Trizol foi retirada do freezer -80°C e incubada em 

temperatura ambiente por cinco minutos, para completar a dissociação dos complexos de 

nucleoproteínas. Foram adicionados β00 μL de clorofórmio, seguido de agitação vigorosa por 

15 segundos. Os tubos foram incubados a temperatura ambiente por dois minutos antes de 

serem centrifugados a 1β.000 g por 15 minutos a 4°C. Aproximadamente 550 μL da fase 

superior aquosa foram transferidos para outro tubo eppendorf de 1,5 mL, ao qual foram 

adicionados 500 μL de isopropanol para precipitar o RNA. Os tubos foram invertidos 

vagarosamente e incubados a temperatura ambiente por 10 minutos até nova centrifugação a 

12.000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1 mL de 

etanol 75%, seguido de homogeneização e centrifugação a 7.500 g por 5 minutos a 4°C. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet suspendido em aproximadamente 40 μL de água DEPC 

e incubado por 10 minutos a 55°C. Alíquotas para dosagem de RNA em espectrofotômetro 

foram feitas e o RNA congelado a -80°C até confecção de cDNA. 

5.6 Confecção de cDNA 

Para confecção do cDNA foi utilizado o kit TaqMan Reverse Transcription (Applied 

Biossystems), de acordo com as instruções do fabricante. Para um volume final de β0 μL de 

cDNA, foram utilizados no preparo do mix 4,7 μL de água DEPC, 4,4 μL de MgCl2, 4 μL de 

dNTPs, 1 μL de hexâmeros, 0,4 μL de inibidor de RNAses, β μL de tampão, 0,5 μL de 

transcriptase reversa e γ μL de RNA das amostras, em uma concentração de 500 ng/μL. As 

amostras foram levadas para o termociclador, nos seguintes ciclos: 25°C por 10 minutos, 

48°C por 30 minutos e 95°C por 5 minutos.  
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5.7 Quantificação de mRNA de genes de imunidade inata através de qPCR 

A expressão de mRNA dos genes da imunidade inata TLR9, NOD1 e β, além da ȕ-

actina, foi mensurada por PCR em tempo real. Para cada reação foi utilizado β,5 μL de 

cDNA, 1 μL de cada primer a 10 μM (Tabela β), 1β,5 μL de SYBR Green PCR Master Mix e 

8 μL de água DEPC, com os seguintes parâmetros de ciclagem: 95ºC por 10 minutos, 40 

ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto. Os dados foram analisados pelo método 

CT comparativo, e os valores de CT normalizados com base na expressão de ȕ-actina.  

Tabela 2 - Lista de genes e primers utilizados na qPCR 

Sequência alvo Primers 

TLR9 
5’-CGCAGACTCAACCTGTCCTT-γ’ 
5’-GCCATGTATGTCCAGCTCCT-γ’ 

NOD1 
5’-AGAGCAAGGGTGAAGAAGCA-γ’ 
5’-GAGAAGCCAATCTCCGACAG-γ’ 

NOD2 
5’-ACTGCTGTTGGCCTGACTTT-γ’ 
5’-TGAACTCATCAAAGCCATCG-γ’ 

ȕ-actina 
5’-GGCATCCTGACCCTGAAGTA-γ’ 
5’-CGCAGCTCGTTGTAGAAGGT-γ’ 

Referência dos genes utilizados: Turchetti et al. (2015). 

5.8 Análise estatística 

 Os dados de expressão gênica foram normalizados com base na expressão de ȕ-actina. 

Para avaliar a existência de correlação entre sobrevivência intracelular de L. infantum e 

expressão dos genes, a correlação de Pearson foi utilizada, através do programa GraphPad 

Prism 5. Foram considerados valores significativos quando p<0,05. 
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6 RESULTADOS  

 Os resultados mostram que a expressão constitutiva de TLR9 e NOD2 é extremamente 

reduzida e a de NOD1 é baixa, quando comparados ao gene de referência, ȕ-actina.   

 O gráfico 1 mostra a expressão de TLR9, em uma proporção de aproximadamente 5 

cópias do gene para 10.000 cópias de ȕ-actina. É possível observar também que, à medida que 

houve o aumento da taxa de sobrevivência intracelular de L. infantum, houve diminuição da 

expressão gênica, indicando uma correlação negativa entre as duas variáveis (r = -0,3186) 

que, embora fraca, é estatisticamente significante (p = 0,04). 

 

Gráfico 1 - Estudo de correlação de Pearson entre a expressão gênica de TLR9 e sobrevivência 
intracelular de Leishmania infantum em macrófagos caninos.  

 

r: coeficiente de correlação; p: nível de significância (<0,05). 
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 No gráfico 2 é possível observar a baixa expressão do receptor NOD1 e, embora sua 

transcrição seja maior à proporção que o percentual de sobrevivência de L. infantum aumenta, 

não há correlação positiva estatisticamente significante entre as variáveis. 

 

Gráfico 2 - Estudo de correlação de Pearson entre a expressão gênica de NOD1 e sobrevivência 
intracelular de Leishmania infantum em macrófagos caninos.  

 

r - coeficiente de correlação; p - nível de significância (<0,05). 

 

 No gráfico 3, observa-se que, apesar de haver uma baixa expressão constitutiva de 

NOD2 nos macrófagos, existe uma interessante correlação positiva entre a quantidade de 

transcritos de NOD2 pré-infecção (r = 0,5914) com a sobrevivência intracelular de L. 

infantum. 
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Gráfico 3 - Estudo de correlação de Pearson entre a expressão gênica de NOD2 e sobrevivência 
intracelular de Leishmania infantum em macrófagos caninos.  

 

r - coeficiente de correlação; p - nível de significância (<0,05). 
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7 DISCUSSÃO 

 Nossos resultados mostraram que, na infecção experimental de macrófagos caninos, a 

baixa expressão dos genes TLR9, NOD1 e NOD2 interfere na sobrevivência de amastigotas 

de L. infantum. Nos gráficos observa-se que a maior parte das amostras apresentou um padrão 

de expressão gênica semelhante, dentro de um intervalo de confiança delimitado entre a reta e 

as linhas tracejadas. Os pontos de dispersão presentes nas três análises correspondem às 

amostras que obtiveram maior expressão constitutiva dos genes estudados. Provavelmente 

essa dispersão está relacionada com a variação individual em decorrência da idade, assim as 

amostras que tiveram maior expressão dos receptores podem ser provenientes de animais mais 

jovens.  

 A imunidade inata, em particular certas respostas mediadas por TLRs, muda 

drasticamente ao longo da vida (PANDA et al., 2009).  Há relatos de que as células 

dendríticas diminuem a capacidade de apresentação de antígenos, com consequente falha na 

ativação das células da reposta adaptativa. Essa alteração na resposta imunológica começa a 

ser detectada a partir da involução do timo, quando há uma diminuição significativa da 

população de células T naives. Assim, cada vez que essas células são expostas aos antígenos 

há uma consequente diminuição da sua população. Sabe-se que as células T efetoras 

produzem maior quantidade de citocinas pró-inflamatórias que, associadas às células da 

imunidade inata ativadas, contribuem para o desenvolvimento de uma resposta pro-

inflamatória sistêmica em indivíduos mais velhos (GIEFING-KRÖLL et al., 2015). 

A senescência do sistema imunológico também está associada à ineficiência dos 

mecanismos de sinalização dos PRRs, que pode ser explicada em parte por alterações na 

expressão de proteínas dos receptores nas células de indivíduos mais velhos. Já os efeitos do 

envelhecimento sobre os PRRs citoplasmáticos, como os NLRs, continuam a ser investigados 

(SHAW et al., 2013).   

 Em um estudo sobre a influência do envelhecimento na expressão de TLRs, foi 

observado que em macrófagos esplênicos e peritoneais de camundongos velhos há expressão 

reduzida de TLR 1 a 9, com maior declínio na expressão de TLR9 (RENSHAW et al., 2002). 

Além disso, algumas vias de sinalização celular envolvidas na indução de respostas 

imunológicas apresentaram eficiência diminuída com o avanço da idade, como por exemplo, 
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o aumento da fosforilação do inibidor de kB (IκB), levando à translocação elevada de NFκB 

para o núcleo em macrófagos peritoneais de camundongos velhos (WU et al., 2003). 

 Diante da constatação de que, desde os primórdios da humanidade, a expectativa de 

vida da mulher sempre foi mais elevada que a do homem, especula-se que os hormônios 

sexuais também possam induzir alterações no sistema imunológico. Em cães da raça Labrador 

Retriever foi observado que as fêmeas apresentavam aumento significativo de linfócitos T ao 

longo da vida e que nos machos, as células NK eram mais ativas (GREELEY et al., 2001).  

 Apesar de estudos mostrarem que há relação entre idade e expressão de TLRs e NLRs 

no modelo murino e em seres humanos, em cães não há relatos de que esses receptores 

tenham sua expressão alterada ao longo da vida. Provavelmente os mesmos mecanismos 

observados no camundongo e no homem ocorram no cão, ou seja, os animais mais jovens 

apresentam alta expressão destes receptores, a qual diminui com a idade. 

 Dentre os receptores estudados, TLR9 foi o que apresentou menor expressão nos 

macrófagos caninos. Isto significa que esse receptor exerce um papel fundamental no controle 

da infecção por Leishmania, pois mesmo sendo pouco expresso evidenciou-se que à medida 

que diminuiu o número de transcritos houve aumento da sobrevivência do parasito.  

TLR9 auxilia na imunidade protetora contra a infecção por Leishmania, especialmente 

no modelo murino e no homem. De modo geral, sua expressão está relacionada ao controle da 

carga parasitária no hospedeiro e na indução da produção de IL-12 (LIESE et al., 2007).  O 

receptor TLR2 pode limitar a resposta imunológica de TLR9 do hospedeiro, conforme 

descrevem Srivastava et al. (2013) que, ao bloquearem os receptores de TLR2 de 

camundongos suscetíveis a infecção por Leishmania, observaram aumento na expressão do 

TLR9 e, consequentemente diminuição da carga parasitária no linfonodo drenante, além do 

aumento da produção de IFN.  Além disso, Sacramento et al. (2015) sugerem que TLR9 

também contribui para o recrutamento dos neutrófilos, que pode estar associado a ativação de 

células dendríticas. 

 O aumento da expressão deste receptor na infecção por L. major favorece o 

desenvolvimento da resposta imune Th1 e a resolução das lesões cutâneas em camundongos 

C57BL/6 (ABOU FAKHER et al., 2009).  Por outro lado, a baixa expressão de TLR9 reduz a 

hiperceluridade nos linfonodos, tornando mais difícil conter a infecção, uma vez que o 

controle do parasito está relacionado a uma forte resposta de células T e a hipertrofia dos 
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linfonodos é um evento que favorece o desenvolvimento de uma resposta efetiva destas 

células (CARVALHO et al., 2012).  

 A expressão de TLR9 também é importante no controle da infecção e na redução da 

carga parasitária de camundongo infectados por L. braziliensis (WEINKOPFF et al., 2013). 

Camundongos C57BL/6 knockout para o gene TLR9 são mais susceptíveis à infecção por L. 

infantum e apresentam carga parasitária maior no baço e no fígado (SACRAMENTO et al., 

2015). 

 Há poucos trabalhos na literatura sobre o papel que este receptor desempenha na 

infecção canina (FIGUEIREDO et al., 2013; MELO et al., 2014; HOSEIN et al., 2015; 

TURCHETTI et al., 2015). Foi observado o aumento da expressão de TLR9 associado a 

menor carga parasitária no jejuno de cães infectados com L. infantum (FIGUEIREDO et al., 

2013) e elevada expressão de TLR9 no plexo coroide do cérebro de animais naturalmente 

infectados com L. infantum (MELO et al., 2014). À semelhança dos nossos resultados, 

Turchetti et al. (2015) também observaram níveis mínimos de transcritos de TLR9 em 

macrófagos infectados. 

 No nosso trabalho, os baixos níveis de expressão de TLR9 e o aumento da 

sobrevivência intracelular de L. infantum podem ser sugestivos de um mecanismo de evasão 

do parasito, de modo a facilitar o desenvolvimento da doença, ao reduzir ou limitar a 

transcrição deste receptor que, em outras circunstâncias, exibe um papel protetor. 

 Normalmente os sistemas de reconhecimento citoplasmáticos são eficientes na 

identificação de patógenos intracelular e, consequentemente estimulam a resposta 

imunológica, o que não foi observado na infeção por Leishmania.  Ao contrário, NOD1 e 

NOD2 tiveram níveis de expressão basal bem baixos, especialmente NOD2. Além disso, 

NOD2 ainda apresentou correlação positiva com as taxas de sobrevivência de amastigotas de 

L. infantum, demonstrando que, mesmo pouco expresso, favorece o crescimento do parasito e 

o estabelecimento da infecção. Partindo desse pressuposto, pode-se especular que esses 

receptores não estão envolvidos diretamente no reconhecimento de L. infantum ou então são 

poucos expressos nos macrófagos caninos. Por isso são necessários mais experimentos para 

compreender os mecanismos destes receptores na imunopatologia da LVC. 

 Os TLRs e NLRs podem agir de forma sinérgica, complementar ou compensatória, 

com o objetivo de aumentar a sensibilidade para detectar e eliminar de forma mais eficiente 
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micro-organismos patogênicos (OVIEDO-BOYSO et al., 2014). Em cultura de células 

monocíticas humanas, observou-se produção acentuada de IL-8 decorrente do sinergismo 

entre NOD1 e 2 e TLR2, 4 e 9 (UEHARA et al., 2005). Já o estimulo simultâneo de células 

dendríticas com ligantes de NOD1 e 2, combinados com agonistas de TLR4, 7 ou 8, resultou 

em produção aumentada de IL-1ȕ e IL-23 (SCHWARZ et al., 2013). Ferwerda et al. (2005) 

demonstraram que tanto TLR2 e NOD2 reconhecem Mycobacterium tuberculosis e que existe 

uma ação sinérgica entre os dois receptores para expressão de citocinas. Isto demonstra a 

existência de uma ação cooperativa entre TLRs e NLRs, relevante em um contexto em que 

favorece o reconhecimento de patógenos por receptores extra e intracitoplasmáticos. 

 NOD1 e NOD2 são codificados pelos genes card4 e card15, respectivamente, e 

reconhecem frações de peptideoglicanos de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 

(INOHARA et al., 2002). Entretanto, há um número crescente de relatos que indicam que eles 

também podem ser importantes em infecções causadas por agentes patogênicos não-

bacterianos. Neste contexto, é importante determinar se estes são receptores genuínos para 

estes patógenos ou se participam de vias de sinalização desencadeadas por outras moléculas 

da imunidade inata (MOREIRA E ZAMBONI, 2012). 

 Estudos realizados com outros protozoários intracelulares, como Plasmodium berghei 

ANKA e Trypanosoma cruzi, indicaram que NOD2 não foi necessário para a proteção do 

hospedeiro contra estes parasitas (FINNEY et al., 2009; SILVA et al., 2010). Em contraste, 

NOD1 foi associado à resistência do hospedeiro contra a infecção por T. cruzi in vivo (SILVA 

et al., 2010), no entanto, ele sozinho pode direcionar para uma resposta do perfil Th2 

(KAWAI E AKIRA, 2009). 

 A função de NOD1 e NOD2 na LVC ainda não é bem conhecida, havendo apenas um 

relato de Turchetti et al. (2015), que evidenciaram baixos níveis de transcrição de ambos os 

receptores, além de correlação negativa entre expressão gênica de NOD2 e sobrevivência 

intracelular. Embora nosso experimento tenha sido realizado nas mesmas condições 

experimentais ao dos autores supracitados, alguns resultados são divergentes.  
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 A LVC, além do caráter endêmico no Brasil, tem apresentado formas clínicas cada vez 

mais severas, além disso, os estudos dos mecanismos imunológicos são muito controversos. 

Por isso, o estudo dos receptores do tipo NOD na doença canina pode abrir novas perspectivas 

no controle e tratamento da doença, pois conhecer a função desses e de outros receptores 

poderão elucidar a patogênese tanto da infecção experimental quanto da infecção natural. 
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8 CONCLUSÕES 

 Os receptores TLR9, NOD2 e NOD2 influenciam na sobrevivência intracelular de L. 

infantum; 

 

 A correlação positiva de NOD2 e a sobrevivência intracelular de L. infantum pode ser 

indicativa de sinergismo com outros receptores expressos em macrófagos caninos, que 

orquestram a resposta protetora. 
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