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NÍVEIS DE TNF-ALFA, IL-4 E IL-10 NO BAÇO E FÍGADO DE CÃES 

NATURALMENTE INFECTADOS POR Leishmania (Leishmania) chagasi 

 

 

RESUMO - A leishmaniose visceral canina é causada pela Leishmania 

(Leishmania) chagasi que é transmitida por flebotomíneos. A evolução clínica 

desta parasitose depende de uma complexa interação entre o parasita e a 

resposta imune do hospedeiro. Os cães infectados, que constituem o principal 

reservatório doméstico desse parasita, podem permanecer assintomáticos ou 

tornarem-se sintomáticos. O objetivo deste estudo foi quantificar as citocinas TNF-

 IL-4 e IL-10, em extratos de baço e fígado, de cães naturalmente infectados por 

L. (L.) chagasi e investigar a ocorrência de associação com a densidade 

parasitária nestes órgãos. Quarenta cães provenientes da cidade de Araçatuba, 

estado de São Paulo, área endêmica para leishmaniose visceral canina, 

soropositivos para L. (L.) chagasi, de acordo com ELISA indireto, foram divididos 

em dois grupos com 20 cães assintomáticos e 20 sintomáticos, com pelo menos 

três sinais da doença. Um grupo de 12 cães saudáveis, provenientes de área não 

endêmica, soronegativos para Leishmania spp., testados por ELISA indireto e que 

não apresentaram amplificação do DNA para L. (L.) chagasi, fizeram parte do 

grupo controle negativo. Após eutanásia dos cães, os fragmentos de baço e fígado 

foram coletados para a quantificação das citocinas, através de ELISA de captura, 

e determinação da densidade parasitária por PCR em tempo real.  Nos animais 

infectados, os níveis de TNF- , IL-4 e IL-10, no baço e no fígado, foram 

superiores aos dos animais do grupo controle. A comparação entre os dois 

órgãos, nos cães infectados, mostrou que o fígado foi o principal  produtor dessas 

citocinas. O nível de TNF-  e a densidade de parasitas, no fígado, foram mais 

elevados nos cães sintomáticos, quando comparado com os cães assintomáticos. 

Os níveis de IL-4 e IL-10 não diferiram entre os dois grupos de cães infectados. 

Uma fraca associação entre densidade parasitária e produção de IL-10 foi 
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observada no fígado de cães assintomáticos. O baço apresentou maior densidade 

parasitária que o fígado, com uma forte correlação linear positiva entre os dois 

órgãos. Estes resultados indicam que o fígado apresenta uma relação positiva 

entre a densidade de L. (L.) chagasi e a manifestação clínica da infecção. Ainda, o 

baço é o principal sítio de permanência do parasita em cães. 

 

Palavras-chave: Cães, Baço, Citocinas, Fígado, IL-4, IL-10, Leishmaniose, TNF-

alfa 
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LEVELS OF TNF-ALFA, IL-4, AND IL-10 IN SPLEEN AND LIVER OF 

Leishmania (Leishmania) chagasi NATURALLY INFECTED DOGS 

 

 

SUMMARY – Canine visceral leishmaniasis is caused by Leishmania 

(Leishmania) chagasi that is transmitted by phlebotominae. The clinical evolution of 

this parasitosis depends on a complex interaction between the parasite and the 

immune response in the host. Infected dogs, the main domestic reservoir of this 

parasite, may remain asymptomatic or may become symptomatic. The aim of this 

study was to quantify the TNF- , IL-4, and IL-10 cytokines in spleen and liver 

extracts from asymptomatic and symptomatic dogs naturally infected with L. (L.) 

chagasi and to investigate the association with the parasite density in these 

organs. A total of 40 dogs from the city of Araçatuba,  São Paulo state (an endemic 

area for canine visceral leishmaniasis), all L. (L.) chagasi positive according to 

indirect ELISA, were divided into two groups, each containing of 20 asymptomatic 

dogs and 20 symptomatic dogs presenting at least three signs of the disease. A 

group of 12 healthy dogs from the non endemic area and negative for Leishmania 

spp, as indicated by indirect ELISA, and PCR negative for L. (L.) chagasi, were 

used as negative controls. After euthanasia, fragments from the spleen or liver 

were collected to quantify the cytokines, with ELISA capture assay, and to check 

parasite density by real time PCR. In infected dogs, the levels of TNF- , IL-4, and 

IL-10 were higher than in control animals, for the two organs. Cytokine levels in the 

spleen and liver of infected dogs revealed the liver as the main cytokine-producing 

organ during infection. The level of TNF-  was higher in the liver of symptomatic 

dogs, where parasite density was higher than in asymptomatic dogs. The levels of 

IL-4 and IL-10 did not differ between symptomatic and asymptomatic dogs. A weak 

association between parasite density and IL-10 production was seen in the liver of 

asymptomatic dogs. The spleen showed higher parasite density than the liver, with 
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a strong positive linear correlation between the two organs. These results indicate 

that the liver presents a positive relationship between L. (L.) chagasi density and 

clinical manifestation of infection. Furthermore, spleen is the major site of high 

parasite density in infected dogs.  

 

Key-words: Cytokines, Dogs, IL-4, IL-10, Leishmaniasis, Liver, Spleen, TNF-alfa 
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I INTRODUÇÃO 

 

 

A leishmaniose é uma doença parasitária que afeta milhões de pessoas em 

várias partes do mundo. A forma visceral está emergindo como um importante 

problema de saúde pública onde os cães, principais reservatórios domésticos para 

o parasita, desempenham um papel fundamental na transmissão para o homem, 

através dos flebotomíneos. Após a transmissão, os parasitas inicialmente se 

multiplicam no interior dos macrófagos da pele, de onde podem se disseminar, por 

via sangüínea ou linfática, para o baço, fígado, os rins, medula óssea, pele e tratos 

digestivo, urinário e respiratório. Contudo, deve-se considerar que o parasita pode 

escapar dos mecanismos microbicidas do hospedeiro e sobreviver no meio 

intracelular. O controle da multiplicação do parasita parece estar diretamente 

dependente de uma resposta imune celular onde as citocinas são elementos 

chave. 

Assim, o espectro patológico da leishmaniose visceral canina (LVC) é 

variável devido a fatores inerentes ao parasita e ao sistema imune do hospedeiro. 

Desta forma, os cães infectados podem permanecer assintomáticos ou 

desenvolver a doença. Ainda, deve-se considerar que, mesmo os animais 

assintomáticos apresentam parasitas na pele que, ao lado do baço, é um dos 

sítios com maior densidade parasitária durante o curso da LVC, constituindo-se, 

portanto, na mais importante fonte de parasitas para os flebotomíneos.  

Atualmente, parte expressiva do conhecimento sobre a resposta imune 

frente à Leishmania spp. é proveniente de estudos em modelos experimentais 

murinos que, não necessariamente, refletem aquilo que ocorre nos cães.  

As perspectivas de controle da leishmaniose são dependentes do progresso 

da ciência a fim de se obter ferramentas eficientes para serem aplicadas na 

prevenção e no tratamento dos hospedeiros infectados e doentes. No presente 

momento, uma das medidas rotineiramente aplicadas no controle do avanço da LV 

é a eutanásia dos cães infectados. Embora tal medida não seja plenamente aceita 
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pela maioria da população residente nas áreas endêmicas para LVC, ela pode 

propiciar uma fonte rica de material biológico para o desenvolvimento de 

pesquisas. 

As citocinas constituem uma família de mediadores protéicos, tanto da 

imunidade inata como específica, e muitos estudos têm sido desenhados a fim de 

verificar o papel de algumas delas no processo infeccioso por Leishmania spp., 

como também na evolução clínica dessa doença.  

Dentre as citocinas, aquelas reconhecidas de perfil Th1, como a IL-1, IL-6, 

IL-12, TNF-  e IFN-  são apontadas em alguns processos infecciosos como 

protetoras, enquanto que as de perfil Th2, como a IL-4, IL-5 e IL-10, 

contrariamente, são indicadas com supressoras dessas respostas imunes. 

Contudo, esta dicotomia não tem sido verificada nclaramente estabelecida para a 

LVC. 

A fim de esclarecer o papel do TNF- , IL-4 e IL-10 na LVC, o presente 

estudo quantificou estas citocinas no baço e no fígado de cães naturalmente 

infectados por L. (L.) chagasi, com ou sem manifestação clínica, e investigou a 

ocorrência de associação dos seus níveis com a densidade parasitária presente 

nesses órgãos.  
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II REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Leishmaniose visceral 

 

 

A leishmaniose é considerada uma doença de prevalência mundial, 

causada por um protozoário do gênero Leishmania da família Trypanosomatidae, 

que atinge 88 países, sendo 72 destes considerados países em desenvolvimento. 

A forma visceral ocorre em 65 países, sendo que a maioria dos casos humanos 

(90%) ocorre em áreas rurais e suburbanas de Bangladesh, Índia, Nepal, Sudão e 

Brasil (DESJEUX, 2004). No Brasil, a migração do meio rural para o urbano foi um 

fator que acelerou a expansão da leishmaniose visceral (LV) (DESJEUX, 2004), 

especialmente no Nordeste (DANTAS-TORRES, 2006) e Sudeste do país 

(SANTIAGO et al., 2007). A gravidade desta expansão reside, não somente na 

sua alta incidência e ampla distribuição, mas também na possibilidade de assumir 

formas graves e letais quando associada a quadros de desnutrição (GONTIJO; 

MELO, 2004) e de infecções com o vírus da imunodeficiência humana 

(ASHFORD, 2000; DAHER et al., 2009). 

Na forma visceral três espécies de protozoários do gênero Leishmania 

estão envolvidas com a infecção, dependendo da região geográfica de sua 

ocorrência. Na Ásia é a Leishmania (Leishmania) donovani, ainda na Ásia, na 

Europa e África é a Leishmania (Leishmania) infantum e nas Américas cita-se a 

Leishmania (Leishamnia) chagasi, sinônimo de L. (L.) infantum(LAINSON; SHAW, 

1987; MARZOCHI; MARZOCHI, 1994).  

No Brasil, a distribuição geográfica da endemia não é uniforme, com 

tendência a expansão para outras áreas além do Nordeste que, até a década de 

1990, concentrava 90% dos casos. Outro fato a ser destacado é a tendência de 

urbanização da doença, com registro de surtos na década de 1980 em médios e 

grandes centros urbanos como Teresina (PI), São Luís (MA), Natal (RN), Fortaleza 
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(CE), Aracaju (SE), Rio de Janeiro (RJ), Montes Claros (MG) e Corumbá (MT). No 

início de 1990, outros municípios registraram surtos de LV como Belo Horizonte 

(MG), Feira de Santana (BA), Várzea Grande (MT), Araçatuba (SP), Aquidauana 

(MS), dentre outros. A partir do ano de 2000, novas epidemias foram reportadas 

em Três Lagoas e Campo Grande (MS), Caxias, Timon, Codó e Imperatriz (MA), 

Palmas (TO), Bauru (SP), Paracatu (MG), Camatá (PR) (BEVILACQUA et al., 

2001; BRASIL, 2004; COSTA et al., 1990). Com a urbanização da LV, foram 

registrados, no período de 1980 a 2005, um recorde de 59.129 novos casos da 

doença. De todos os casos, 82,5% ocorreram na região Nordeste, com registro de 

expansão para a região Centro-Oeste e Sudeste. Atualmente, 20 estados 

brasileiros (74%) têm relatado casos autóctones da doença (MAIA-ELKHOURY, 

2008). No estado de São Paulo, a transmissão da doença na população humana, 

no período de 1999 até outubro de 2007, foi observada em 48 municípios, sendo 

que 23 deles notificaram  casos humanos em 2007 (CAMARGO-NEVES, 2007). A 

taxa de letalidade em 2006 foi de 4,5%, no entanto, com a expansão da doença 

em novos municípios constatou-se o aumento desta taxa para 8,5% até novembro 

de 2007. Em Araçatuba (SP), não foi registrado óbito por LV no biênio 2005-2006, 

porém em 2007 a taxa de letalidade foi de 16,2% (CAMARGO-NEVES, 2007).   

A leishmaniose visceral canina (LVC) existe em 55 países dentre aqueles 

88 em que a forma humana está presente, ocorrendo especialmente na China, no 

Mediterrâneo e no Brasil (ALVAR et al., 2004). 

No Brasil, uma das primeiras observações da infecção canina por 

Leishmania spp. foi realizada por Evandro Chagas, quando demonstrou a 

existência da doença no homem, no cão e a infecção do flebótomo Lutzomyia 

longipalpis (CHAGAS et al, 1938). O primeiro caso de ocorrência da LVC, no 

estado de São Paulo, ocorreu em 1998, na cidade de Araçatuba (FEITOSA, 2000). 

Desde a primeira detecção até outubro de 2007, a LVC foi registrada em 57 

municípios abrangendo todas as regiões em que o vetor foi detectado, exceto a 

região metropolitana de São Paulo, onde os elementos da cadeia de transmissão 

ainda não foram elucidados. 
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A prevalência canina média no estado de São Paulo, obtida a partir de 

inquéritos censitários realizados em 30 municípios dos 43 com transmissão 

canina, no ano de 2006, foi de 7,3% (CAMARGO-NEVES, 2007).  

Os cães são considerados os principais reservatórios domésticos da L. (L.) 

chagasi (MORENO; ALVAR, 2002). O sexo, a raça e a idade desses animais têm 

sido avaliados em estudos epidemiológicos, sendo que o sexo não aparece como 

um fator determinante da doença (AMELA et al., 1995; MORILLAS et al., 1996). 

Tem-se considerado que 80% dos cães infectados apresentam idade inferior a 

três anos e outro pico, menos significativo, ocorre entre os 7- 8 anos, quando se 

inicia o declínio das atividades do sistema imune protetor (AMELA et al., 1995). Os 

cães de todas as raças, teoricamente, são similarmente suscetíveis à infecção por 

Leishmania spp., embora os da raça Ibizian e Mongrels, provenientes de áreas 

endêmicas, têm se apresentado mais resistentes, quando comparados com outras 

raças (SOLANO-GALLEGO et al., 2001). Contudo, não está clara a relevância do 

patrimônio genético sobre a resistência natural desses animais uma vez que, 

algumas raças exibem manifestações clínicas peculiares, como a dermatite 

nodular em boxers (FERRER et al., 1988). 

A transmissão, entre hospedeiros vertebrados, ocorre pela picada da fêmea 

do flebotomíneo hematófago Lutzomyia longipalpis. Recentemente, outros 

artrópodes têm sido descritos como vetores, como o carrapato e a pulga 

(COUTINHO et al., 2005; 2007; FERREIRA et al., 2009). Em cães, a transfusão 

sanguínea também tem sido apontada como uma via de transmissão do parasita 

(OWENS et al., 2001). A transmissão vertical, apontada como provável, não foi 

comprovada em estudos realizados como filhotes de fêmeas com LVC (ANDRADE 

et al., 2002).  

Estudos sorológicos têm mostrado que entre 50% e 60% dos cães 

infectados são assintomáticos (MANCIANTI et al., 1986; BRANDONÍSIO et al., 

1992) e constituem fonte de infecção para os flebotomíneos (MOLINA et al., 1994; 

TRAVI et al., 2001). Foi observado que, metade dos cães assintomáticos podem 

eliminar o parasita espontaneamente e tornarem-se curados (ACEDO-SÁNCHEZ 
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et al., 1998; FISA et al., 1999). Os demais cães que desenvolvem a doença 

(GRADONI et al., 1980) são considerados mais infectantes para os insetos vetores 

quando comparados com os assintomáticos (TRAVI et al., 2001). Contudo, deve-

se considerar que fatores como estado nutricional dos cães, a virulência da cepa 

do parasita, a capacidade vetorial dos flebotomíneos, dentre outras, podem 

desempenhar importante papel na intensidade de transmissão (ALVAR et al., 

2004). 

Após a picada dos flebotomíneos, os parasitas são rapidamente distribuídos 

para os linfonodos e baço e, a partir destes, pode atingir o rim e o fígado 

(MOLYNEUX; ASHFORD, 1983). O parasita pode também ser encontrado na 

medula óssea, na pele e nos tratos urinário, digestivo e respiratório (MARZOCHI 

et al., 1985; SWENSON et al., 1988). Em humanos e em camundongos 

suscetíveis, o baço, o fígado e a medula óssea são os principais sítios de 

desenvolvimento do parasita (SMELT et al., 1997). 

 A resposta imune para a infecção por Leishmania spp. pode variar 

marcadamente em diferentes órgãos do mesmo animal. Em alguns deles, a 

infecção pode ser resolvida, enquanto em outros o patógeno pode persistir 

(ENGWERDA; KAYE, 2000). A presença do parasita nos tecidos e órgãos 

desencadeia reações que produzem lesões e sintomas característicos da LVC e 

que podem estar relacionados com as fases aguda, crônica e terminal da doença.  

Na fase aguda, podem ser observados sinais clínicos como perda de peso, 

acompanhada de astenia e apatia. A partir do terceiro mês, surgem manifestações 

cutâneas, principalmente na região periorbital e auricular e também conjuntivite 

(HERNÁNDEZ-RODRIGUEZ et al., 1987). Na fase crônica, os animais 

apresentam sintomas clínicos inespecíficos como hipertermia, alteração do 

apetite, polidipsia, dentre outros (HERNÁNDEZ-RODRIGUEZ et al., 1987; 

KEENAN et al., 1984). Nesta fase, os sinais característicos que se apresentam 

são linfoadenopatia, hepatomegalia, esplenomegalia, lesões de pele, epistaxe, 

atrofia muscular, onicogrifose, tremores e deficiências motoras (ABRANCHES et 

al., 1991; BOURDOISEAU et al., 1997; SLAPPENDEL, 1988). Na fase final da LV, 
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os cães apresentam-se caquéticos e as úlceras cutâneas se espalham 

amplamente. A evolução para a morte é decorrente de falência renal ou hepática 

(FERRER, 1989). 

O diagnóstico da LVC não é simples de ser realizado, considerando-se a 

grande variedade de sinais e sintomas apresentado pelos cães durante as 

diferentes fases da doença e também, pela possibilidade da concorrência de 

outras doenças infecciosas, que podem apresentar quadros clínicos semelhantes. 

Assim, os métodos de diagnóstico laboratorial são ferramentas importantes nesse 

processo. Estes se baseiam principalmente na detecção do parasita e na 

avaliação da resposta imune humoral e celular do hospedeiro. A realização de 

exames laboratoriais, em associação com a avaliação clínica, é fundamental para 

o estabelecimento do diagnóstico.  

O tratamento antimicrobiano de cães, com fármacos usualmente utilizados 

para humanos, não é recomendado no Brasil uma vez que, os resultados 

terapêuticos são insatisfatórios, podendo inclusive, promover a seleção de 

parasitas resistentes (BRASIL, 2004).  

A eutanásia dos cães infectados é uma medida que não é bem aceita pela 

população em geral e ainda, não tem se apresentado eficaz no controle da LVC. 

 

 

2.2 Resposta imune do hospedeiro na leishmaniose visceral (LV) 

 

 

A inoculação no hospedeiro de formas promastigotas de Leishmania spp.  é 

fundamental para a instalação e desenvolvimento do processo infeccioso. Muitos 

indivíduos são assintomáticos, enquanto que outros desenvolvem a infecção. A 

infecção experimental em animais e estudos in vitro sugerem a existência de 

vários mecanismos que permitem a sobrevivência do parasita e a sua 

multiplicação.  Contudo, o soro de alguns indivíduos e certos mamíferos contém 

fatores capazes de aglutinar ou lisar promastigotas in vitro, porém quando no 
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interior dos macrófagos, as formas amastigotas são protegidas por anticorpos e 

por outras moléculas solúveis. Assim, a sobrevivência do parasita no hospedeiro é 

dependente da capacidade que ele apresenta de penetrar na célula do hospedeiro 

(MALLA; MAHAJAN, 2006). 

A imunidade inata desenvolve um papel fundamental na resistência do 

hospedeiro frente a patógenos intracelulares. Esta resposta pode ser tanto no 

controle do crescimento do patógeno, durante os primeiros estágios da infecção, 

como no direcionamento da produção de citocinas que vão conduzir a resposta 

imune específica (PERUHYPE-MAGALHÃES et al., 2005).  Um importante evento 

que ocorre no macrófago, após a interação entre a molécula receptora e o seu 

ligante, é a ocorrência de um burst respiratório e a conseqüente produção de 

compostos metabólicos tóxicos, como o peróxido de hidrogênio. Em macrófagos 

peritoneais, as formas amastigotas e promastigotas podem desenvolver o burst 

respiratório de maneira diferente. Isto ocorre, possivelmente, porque a 

internalização do parasita deve-se a diferentes receptores. Considera-se que o 

receptor manose/fucose pode ser importante para promastigotas e não para 

amastigotas (CHANNON et al., 1984). 

Em camundongos, as avaliações relativas ao papel desempenhado pelos 

compostos ROI, produzidos pelos macrófagos, indicam que pode ocorrer falha no 

burst respiratório em macrófagos residentes do fígado, porém outras populações 

de células podem desempenhar o mecanismo de morte celular dependente de 

oxigênio (KAUSALYA et al., 1993).  

Nesses animais, a relativa contribuição dos compostos intermediários do 

oxigênio (ROI), derivados do burst respiratório de macrófagos, e dos compostos 

intermediários do nitrogênio (RNI), ocorre, provavelmente, nos primeiros estágios 

da infecção intracelular, tanto para regular o recrutamento de células inflamatórias 

mononucleares teciduais, como para conter a replicação dos microrganismos. 

Possivelmente, RNIs são necessários e suficientes para eventualmente controlar a 

infecção visceral(MURRAY; NATHAN, 1999). 
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A formação de granuloma também está associada com o controle da 

infecção. Levando-se em conta a relação existente entre a estrutura e função, os 

granulomas podem ser considerados estruturalmente intactos, os quais não 

apresentam atividade leishmanicida (granuloma “ineficiente”); granulomas com 

evidente destruição de parasitas (granuloma “hipertrofiado”) e por último, eles 

podem não ser detectados na forma de nódulos ou agregados (granuloma 

“invisível”) (MURRAY, 2001). 

Os neutrófilos também exercem um papel fundamental na indução de uma 

resposta imune protetora em camundongos infectados por L. (L.) donovani, tanto 

como célula efetora, envolvida na morte do parasita intracelular, como também 

influenciando o desenvolvimento de uma resposta imune de perfil Th1 

(MCFARLANE et al., 2008). 

A imunidade protetora nas infecções por Leishmania spp. é mediada por 

célula e resulta na morte dos parasitas intracelulares pela ativação dos 

macrófagos e respostas citotóxicas (CARVALHO et al., 1988). A falha no controle 

do crescimento da L. (L.) chagasi no interior do macrófago leva a uma inibição da 

apoptose (MOORE et al., 1994).  

Altos títulos de anticorpos podem ser encontrados durante o curso da 

infecção e isto constitui uma das ferramentas para a identificação de indivíduos 

doentes e também, de portadores de infecções subclínicas (BADARÓ et al., 1986). 

As imunoglubulinas produzidas são da classe IgM, IgA e IgG (GHOSH et al., 

1995). Ainda, foi verificado que a classe IgE é produzida tanto em humanos (ATTA 

et al., 1998), como em cães (ALMEIDA et al., 2005). 

Através da utilização de anticorpos monoclonais, específicos para as 

diferentes subclasses de IgG canino, foi verificado que no soro dos cães 

assintomáticos houve predominância de anticorpos da subclasse IgG1, enquanto 

que nos sintomáticos foram observadas todas as subclasses pesquisadas, porém 

sem predomínio de nenhuma delas (OLIVEIRA et al., 2009).  

Em indivíduos com LV, IL-2, IL-12 e IFN- , dentre outras citocinas, exercem 

um importante papel na regulação da resposta imune (BACELLAR et al., 1996; 
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CARVALHO et al., 1985). Foi observado que os níveis plasmáticos de IFN- , IL-15, 

IL-12 p40 e IL-18 estavam mais elevados em pacientes sintomáticos, quando 

comparados com os assintomáticos e indivíduos saudáveis de áreas endêmicas 

para LV (HAILU et al., 2004; 2005). 

Níveis plasmáticos elevados de IFN- , assim como de IL-15, IL-12 p40 e IL-

18 são característicos nos quadros de LV humana em evolução (CARSON et al., 

1995; TRINCHIERI, 1998; AKIRA, 2000). Contudo, significativas reduções nesses 

níveis podem ser observadas no plasma, após o tratamento, sugerindo um 

importante papel imunopatogênico destes mediadores (HAILU et al., 2004). 

Produtos protéicos de baixo, médio e alto peso molecular, liberados pela L. 

(L.) chagasi, são capazes de estimular esplenócitos de camundongos infectados, 

suscetíveis (BALB/c) e mais resistentes (C57BL/6). Tais proteínas antigênicas têm 

atuação na imunidade do hospedeiro e, dependendo de suas características 

genéticas e da magnitude do parasita, parecem exercer papel chave no controle 

da replicação do parasita. Nos camundongos sensíveis, com alta carga 

parasitária, a fração protéica de peso molecular médio é capaz de promover a 

produção de IL-4, enquanto que as frações de baixo e alto peso molecular podem 

induzir altos níveis de IL-12.  Nos camundongos mais resistentes, após a redução 

da carga parasitária, a fração protéica de baixo peso molecular é capaz de induzir 

a produção de IL-4 (ROSA et al., 2005). Após estudos complementares, foi 

atribuído um papel profilático potencial para a fração protéica com peso molecular 

intermediário, uma vez que esta foi hábil em induzir reposta Th1, com produção de 

IL-12, considerada necessária para a manutenção de células de memória em 

linhagens de camundongos com diferentes níveis de parasitismo (ROSA et al., 

2006). Portanto, pode-se considerar que fatores intrínsecos ao parasita podem 

influenciar no desenrolar das infecções experimentais de camundongos, 

independentemente de suas características genéticas de resistência ou 

suscetibilidade (GANGNEUX et al., 2000). Assim, o conceito de resistência e 

suscetibilidade atribuídos ao perfil de citocinas Th1/Th2, respectivamente, parece 
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não ser aplicável quando se leva em consideração os camundongos 

experimentalmente infectados por esse parasita (HONORÉ et al., 1998). 

O mecanismo imune, envolvido na proteção e suscetibilidade dos cães 

frente à Leishmania spp., não foi ainda estabelecido. Tem-se considerado que a 

da resposta imune celular tem habilidade de conter a infecção e o animal 

permanecer assintomático (PINELLI et al., 1994; SANTOS-GOMES et al., 2002). 

Mudanças na resposta imunológica envolvendo células T têm sido relacionadas 

com o surgimento de sintomas em cães infectados (CIARAMELLA et al., 1997). 

Essas mudanças incluem ausência de hipersensibilidade do tipo tardia frente a 

antígenos de Leishmania (CARDOSO et al., 1998; SOLANO-GALLEGO et al., 

2000), diminuição do número de células T no sangue periférico (DE LUNA et al., 

1999; PINELLI et al., 1994; PINELLI, 1995) e ausência da produção de IFN-  e IL-

2 pelas células mononucleares do sangue periférico in vitro (PINELLI et al., 1994; 

PINELLI, 1995; SANTOS-GOMES et al., 2002). A produção de altos títulos de 

anticorpos anti-leishmania, presentes em animais sintomáticos, também não 

possuem papel protetor (MARTINEZ-MORENO et al., 1995). 

A resistência à LVC tem sido associada com a ativação de células Th1 e a 

produção de IFN-  e IL-2 e TNF-  (PINELLI et al., 1994; PINELLI et al. 1995). O 

principal mecanismo efetor observado na proteção de cães infectados com L. (L.) 

infantum é a ativação de macrófagos pelo IFN-  e TNF-  e a conseqüente 

destruição das formas amastigotas intracelulares, principalmente pela produção de 

óxido nítrico (PANARO et al., 2001; VOULDOUKIS et al., 1996). Também nesses 

animais, a imunidade mediada por células é capaz de neutralizar o processo 

imunossupressivo induzido pela infecção por Leishmania spp. e favorecer a 

apoptose de formas amastigotas intracelulares do parasita (HOLZMULLER et al., 

2005). 

Portanto, as citocinas têm sido reconhecidas como elementos chave na 

resposta imune do hospedeiro contra Leishmania spp. Tanto os macrófagos 

parasitados, como os linfócitos, as células dendríticas e as células natural killer 
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produzem citocinas envolvidas na resposta inflamatória e na resposta adaptativa 

ao parasita (BRODSKYN et al., 2003; SACKS; SHER, 2002). 

 

 

2.3 Fator de necrose tumoral-  (TNF- ) e leishmaniose visceral (LV) 

 

 

O TNF-  é sintetizado inicialmente como uma proteína transmembrânica 

que pode ser clivada proteoliticamente para produzir a forma secretada. A sua 

principal fonte é o fagócito mononuclear ativado, embora as células T ativadas 

também podem secretar essa citocina, dentre outras (EIGLER et al., 1995). Esta 

proteína pode ligar-se às células alvo através de dois receptores: TNFR1 e TNFR2 

(DEROUICH-GUERGOUR et al., 2001). 

Esta citocina pleiotrópica tem sido implicada na defesa do hospedeiro 

contra numerosos patógenos intracelulares através da estimulação de diferentes 

células efetoras que participam de vários mecanismos antimicrobianos 

(BEUTLER; CERAMI, 1987). A sua ação, em sinergia com IFN- , é capaz de ativar 

os macrófagos e destruir Leishmania spp. (THEODOS et al., 1991). Contudo, tem-

se verificado que esta citocina pró-inflamatória também pode exercer efeito 

deletério em diferentes respostas imunes a agentes infecciosos (BEUTLER; 

GRAU, 1993; VASSALLI, 1992). 

Na infecção de camundongos BALB/c com L. (L.) donovani foi observado 

que a presença do parasita induz a secreção de TNF-  no fígado, que não é 

liberada na circulação sangüínea, sugerindo que esta pode ser 

compartimentalizada nos tecidos. Também, foi sugerido que o TNF-  tem papel 

crítico na aquisição de resistência a L. (L.) donovani e na resolução da infecção 

experimental nesses animais (TUMANG et al., 1994). Possivelmente, esse papel 

protetor seja devido à uma resposta tecidual envolvendo a produção progressiva 
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de TNF-  pelas células de Kupffer durante o curso da infecção (ENGWERDA et 

al., 1996). 

O estudo da resposta imune ocorrida no baço e fígado de camundongos 

BALB/c, experimentalmente infectados com L. (L.). donovani, mostrou uma 

expressão progressiva de TNF-  durante os quatro meses de acompanhamento 

desses animais. Esta variação temporal na resposta imune órgão-específica pode 

estar relacionada com o controle diferencial da carga parasitária nesses órgãos 

(MUKHERJEE et al., 2003). Os macrófagos do parênquima hepático dessa 

linhagem de camundongo, quando infectados por Leishmania (L.) chagasi, 

também produziram um nível mais elevado de TNF- , após 72 horas de infecção, 

quando comparado com os valores produzidos nas 24 primeiras horas, após a 

inoculação do parasita. O aumento do nível dessa citocina pode estar diretamente 

associada com o dano hepático (DIAS COSTA et al., 2007). 

A expressão de mRNA para TNF- , em células esplênicas de “Syrian 

hamster”, aumentou após uma semana de infecção com L. (L.) donovani. 

Contudo, posteriormente, o nível de sua expressão diminuiu (MELBY et al., 1998). 

Outro estudo com esses animais, descreveu que após o uso de uma nova 

formulação de anfotericina para o tratamento de animais infectados com L. (L.) 

infantum, as células do baço mostraram uma regulação positiva na expressão de 

IFN-  e TNF-  (IÑIGUEZ et al., 2006). 

A presença de TNF-  em pacientes com leishmaniose visceral tem sido 

relacionada com a doença em atividade (BARRAL-NETO et al., 1991). Em um 

estudo realizado em crianças com LV, foi verificado que 100% delas produziram 

TNF- , estando esta citocina presente em menor concentração nas amostras 

provenientes de crianças oligoassintomáticas (GAMA et al., 2004). Contudo, 

pacientes com calazar ativo também podem apresentar níveis séricos mínimos de 

TNF-  (ANSARI et al., 2006).  

Em cães sintomáticos infectados por L. (L.) chagasi não foi possível 

estabelecer uma correlação entre o nível de TNF-  detectado no soro, com a 
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doença em atividade (LIMA et al., 2007). O TNF-  produzido pelas células 

esplênicas de cães naturalmente infectados por L. (L.) chagasi também não foi 

diferente, comparando o grupo de animais assintomáticos e sintomáticos (LAGE et 

al., 2007). Os cães experimentalmente infectados por L. (L.) infantum, 

empregados em um estudo longitudinal, mostrou que a expressão de citocinas 

Th1, como TNF- , IFN- , IL-12 e IL-12 p40, pelas células mononucleares de 

sangue periférico foi maior do que a IL-10 e, mesmo assim, não foi possível 

controlar a infecção que culminou com a progressão da doença (SANCHEZ-

ROBERT et al., 2008). 

Portanto, o fato do TNF-  ser uma citocina procedente de várias fontes 

celulares e desempenhar múltiplos papéis sempre deve ser considerado na 

interpretação dos resultados obtidos experimentalmente (VASSALLI, 1992). 

 

 

2.4 Interleucina-4 (IL-4) e leishmaniose visceral (LV) 

 

 

A IL-4 é uma citocina produzida pelas células T auxiliares e exerce 

importantes funções sobre diferentes tipos celulares atuando como fator de 

crescimento e diferenciação de células T, em particular para as células Th2 

(ABBAS et al., 1996; NOBLE et al., 1995). 

Os estudos realizados em modelos murinos infectados com Leishmania 

spp. têm mostrado que as citocinas de perfil Th2, dentre elas a IL-4, tem sido 

relacionada com a evolução do quadro clínico apresentado por esses animais 

(LOCKSLEY; SCOTT, 1991; SCOTT et al., 1989). Em um estudo com 

camundongos BALB/c, infectados com L. (L.) donovani, verificou-se que o 

predomínio de resposta imune Th1 teve papel protetor na infecção e, que IL-4 

ocupou um papel, embora secundário, na suscetibilidade desses camundongos à 

infecção (LEHMANN et al., 2000). Paradoxalmente, foi mostrado que IL-4 tem um 

importante papel na efetividade da quimioterapia anti-leishmania, que parece estar 
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relacionado com a modulação da produção de IFN-  por estes animais infectados 

(ALEXANDER et al., 2000). Porém, camundongos infectados com L. (L.) infantum 

desenvolveram uma resposta imune mista, com concomitante produção de IFN- , 

IL-4 e IL-10, tanto no baço como no fígado (ROLÃO et al., 2007). 

A patogênese da leishmaniose parece estar relacionada com a ação 

citotóxica da célula T e o controle da LV depende da capacidade das células Th1 

em desencadear uma resposta imune com a produção de múltiplas citocinas no 

início da infecção. Durante infecções experimentais progressivas em 

camundongos, ocorreu a expansão de células T CD4+, tipo Th2, com secreção de 

IL-4 que resultaram na ativação policlonal de células B. Posteriormente, o 

estabelecimento completo da LV foi associado com uma anergia celular. Esta 

anergia pode ser explicada por uma comunicação inapropriada durante a 

apresentação do antígeno. Deve-se considerar que, não só a indução de IL-4, mas 

também da IL-10 pode ser responsável por essa anergia (MALLA; MAHAJAN, 

2006).  

Os neutrófilos, que apresentam papel primordial no desenvolvimento de 

uma resposta imune protetora, participando diretamente na morte do parasita, 

quando depletados, contribuem para o aumento do nível de IL-4 e IL-10 no baço, 

produzidas pelas células T CD4+ e CD8+ (MC FARLANE et al., 2008).  

A produção de IL-4, IL-10 e IFN-  pelas células mononucleares de 

pacientes com LV ativa, in vivo e in vitro, não permitiram que fosse claramente 

caracterizado o fenótipo Th2, como tem sido observado em estudos com modelos 

murinos (CILLARI et al., 1995). A avaliação do perfil de citocinas produzidas por 

clones de células T, provenientes de um paciente com LV ativa, revelou que 

apenas as células T CD8+ foram aptas a expressar IL-4 com alta freqüência, 

quando comparado com as células dos clones de células T CD4+ (LAGLER et al., 

2003). Pacientes com LV foram avaliados quanto ao perfil de citocinas no soro, 

sendo que a IL-4 não foi detectada nos pacientes oligoassintomáticos (GAMA et 

al., 2004). Pacientes com calazar ativo também apresentaram níveis séricos 

mínimos de IL-4 (ANSARI et al., 2006). 
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Estudos realizados em cães com LV têm apresentado resultados diferentes 

quanto a produção de IL-4. A análise da medula óssea, de cães naturalmente 

infectados por L. (L.) chagasi, mostrou que a expressão de IL-4 ocorreu 

principalmente nos casos clínicos mais severos, sugerindo sua associação com 

esta patologia (QUINNELL et al., 2001). Por outro lado, cães infectados por L. (L.) 

infantum, apresentaram, após seis meses de infecção, uma elevação na 

expressão de IL-4 pelas células mononucleares de sangue periférico, que 

contudo, foi quantitativamente equivalente em cães sintomáticos e assintomáticos 

(MANNA et al., 2006).  

O paradigma Th1/Th2, de resistência e suscetibilidade para parasitas 

intracelulares, é uma forma grosseiramente simplificada de um complexo trabalho 

de interação regulatória e anti-regulatória. Tais mecanismos diferem de acordo 

com a espécie de Leishmania, com o  hospedeiro envolvido e também em relação 

ao tecido que está será afetado pela infecção (ALEXANDER; BRYSON, 2005). 

Atualmente, substanciais evidências sugerem que o desenvolvimento de 

uma efetiva imunidade tipo 1 pode envolver significativamente as citocinas de 

perfil Th2 como a IL-4 e a IL-13 (ALEXANDER; MCFARLANE, 2008). 

 

 

2.5 Interleucina-10 (IL-10) e leishmaniose visceral (LV) 

 

 

A IL-10 é uma citocina produzida por macrófagos ativados, por alguns 

linfócitos e outras células não-linfocitárias. Dentre as suas funções, destacam-se a 

inibição da produção de citocinas pelos macrófagos e a inibição das funções 

acessórias destas células na ativação dos linfóctios T (MOORE et al., 1994). A IL-

10 tem sido apontada como uma das principais citocinas supressoras da resposta 

imune protetora, tanto em modelos murinos como em humanos com LV 

(BACELLAR et al., 2000; BARRAL et al., 1993). 
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O papel inibitório da IL-10 foi observado em um estudo conduzido por 

Murray et al. (2002), com camundongos BALB/c infectados com L. (L.) donovani e 

tratados com anti-IL-10R, onde os animais apresentaram uma marcante cura.  

A produção de IL-10 pelas células mononucleares de pacientes com LV 

ativa, in vivo e in vitro, pode desempenhar um papel importante na inibição da 

ativação de macrófagos induzida por IFN-  (CILLARI et al., 1995). 

A IL-10 é uma citocina que modula tanto a resposta imune inata como a 

adaptativa, primariamente por exercer efeitos antiinflamatórios. Durante muitos 

processos infecciosos, as células T CD4+ produzem tanto IFN-  quanto IL-10 

(TRINCHIERI, 2001). 

Em indivíduos com LV, que foram avaliados quanto ao perfil de citocinas no 

soro, verificou-se que a IL-10 foi detectada em 88,9% dos pacientes 

oligoassintomáticos, cujos níveis foram significativamente inferiores quando 

comparados com aqueles que apresentavam a forma aguda (GAMA et al., 2004). 

A ocorrência de calazar ativo parece ser acompanhada de níveis séricos elevados 

de IL-10 (ANSARI et al., 2006). Na avaliação dos níveis plasmáticos de citocinas, 

em pacientes naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, verificou-se que os 

maiores níveis de IL-10 foram associados com o status clínico dos pacientes com 

LV. Este fato permitiu sugerir que IL-10, em associação com a baixa freqüência de 

monócitos TNF-  positivos e baixos níveis de nitrato e nitrito, é o principal 

mecanismo associado com a LV ativa (PERUHYPE-MAGALHÃES et al., 2006).  

Embora a produção de IL-10 em humanos esteja associada com quadros 

de LV, estudos realizados com esta citocina com a LVC nem sempre leva às 

mesmas considerações. 

A expressão de IL-10, em aspirado de medula óssea de cães naturalmente 

infectados por L. (L.) chagasi, não foi superior aos dos cães não infectados 

(QUINNELL et al., 2001). Outros estudos, realizados com células mononucleares 

de sangue periférico de cães infectados, mostraram que poucos, dentre os 

animais sintomáticos, expressaram IL-10 quando estimulados com antígeno deste 

parasita (SANTOS-GOMES et al., 2002). Por sua vez, a produção de IL-10 não foi 
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diferiu quando se comparou cães experimentalmente infectados assintomáticos 

com cães não infectados (CHAMIZO et al., 2005).  

Porém, contrariamente a estes resultados, outros estudos mostram um 

papel importante para IL-10 no progresso de evolução da infecção. Assim, 

verificou-se que um elevado teor de IL-10 foi detectado no baço e no fígado, tanto 

dos cães sintomáticos quanto assintomáticos (CORREA et al., 2007) e ainda, em 

outro estudo com linfonodos, foi observada que a maior expressão de IL-10 

ocorreu nos cães sintomáticos, quando comparado com os assintomáticos 

(ALVES et al., 2008). 

Em detrimento das diferenças entre os resultados obtidos nesses estudos, 

informações recentes mostram que IL-10 produzida por células auxiliares Th1 

podem limitar os efeitos danosos causados pela exacerbação da resposta 

inflamatória, contudo este controle pode também limitar a efetividade de resposta 

imune, resultando numa incapacidade de eliminar totalmente o patógeno 

(TRINCHIERI, 2007). 

 

 

2.6 A avaliação da presença do parasita na leishmaniose visceral (LV) e o 

cão como modelo animal para o estudo da leishmaniose visceral (LV) 

 

 

O diagnóstico da LV não difere substancialmente entre humanos, caninos e 

outros animais, uma vez que em todas as espécies os dados clínicos, 

epidemiológicos e laboratoriais devem ser considerados juntos. 

Os métodos laboratoriais podem estar relacionados com o isolamento do 

parasita, através de técnicas diretas e indiretas, e técnicas de imunodiagnóstico 

para detectar respostas imunes celulares e humorais do hospedeiro. 

Nos cães, a detecção direta do protozoário pode ser realizada através da 

pesquisa de célula parasitária em imprintes e em esfregaços corados ou cultura 

de amostras que podem ser obtidas, por métodos invasivos, dos linfonodos 
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poplíteos, medula óssea e ainda, através da biópsia de outros tecidos, como o 

baço e o fígado. Nos imprintes e esfregaços corados, a forma de Leishmania spp. 

a ser verificada é a amastigota, enquanto que nas culturas é a forma 

promastigota. Deve-se considerar que, a observação da presença de formas 

parasitárias nestas preparações coradas está diretamente relacionada com a 

densidade de parasitas presente no material coletado. Para as culturas, cabe 

lembrar que possuem como inconveniente a necessidade de adaptação do 

parasita ao meio de cultivo, a demora na obtenção dos resultados e a freqüente 

contaminação, o que as tornam um método raramente utilizado como diagnóstico 

primário. O exame citológico, o isolamento e o cultivo apresentam baixa 

sensibilidade, especialmente nos estágios iniciais da doença quando a carga de 

parasitas é ainda pequena (ALVAR et al., 2004). 

Outras técnicas estão disponíveis para a pesquisa do parasita, porém com 

uso restrito. Uma delas consiste na inoculação experimental em animais de 

laboratório, especialmente em camundongos ou hamsters, que requer, 

freqüentemente, a morte desses animais. A outra é o xenodiagnóstico que é 

realizado apenas em laboratórios especializados, uma vez que necessita de 

colônias de flebotomíneos estabelecidas para esta finalidade (ALVAR et al., 2004; 

MOLINA et al., 1994). 

A reação da polimerase em cadeia (PCR) pode ser desenvolvida a partir do 

DNA genômico ou do minicírculo do cinetoplasto (kDNA) do parasita em amostras 

de sangue, pele, linfonodo, conjuntiva, medula óssea, baço e fígado de cães 

(IKONOMOPOULOS et al., 2003; MOREIRA et al., 2007; NICOLAS et al., 2002). 

Contudo, deve-se considerar que embora a obtenção de amostra de sangue seja 

um procedimento menos invasivo, quando comparado com aqueles realizados 

para a obtenção das outras amostras citadas, a carga parasitária nesse tecido 

biológico é menor se comparada com a pele e a medula óssea (QUARESMA et 

al., 2009). Embora a sensibilidade e especificidade desta técnica sejam 

consideradas elevadas, ela está condicionada, além da amostra biológica, a 
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numerosos outros fatores que incluem os iniciadores, o método de extração do 

DNA e o protocolo de amplificação a ser empregado (LACHAUD et al., 2002). 

Uma das variações da PCR convencional, denominada PCR em tempo real, 

permite a detecção e a quantificação de parasitas em tecidos infectados. 

Especula-se que a densidade parasitária, em diferentes tecidos, pode guardar 

uma relação direta com as manifestações clínicas presentes nos cães (MANNA et 

al., 2009; REIS et al., 2009). Esta técnica em sido empregada em estudos da LV 

em humanos (MARY et al., 2004; WORTMANN et al., 2004; WORTMANN et al., 

2005) e também em cães (ALVES et al., 2008; MANNA et al., 2006; SOLANO-

GALLEGO et al., 2007). 

A PCR em tempo real pode ser monitorada através do uso da sonda 

TaqMan® que permite detectar seqüências específicas nos fragmentos de DNA 

amplificados (HOLLAND et al., 1991). Esta sonda apresenta em uma das 

extremidades um fluoróforo e na outra, um quencher. Os produtos da reação são 

detectados pela fluorescência gerada após a atividade da Taq DNA polimerase. 

Durante a PCR em tempo real a sonda TaqMan® hibridiza com a seqüência da fita 

simples de DNA complementar alvo para a amplificação. No processo de 

amplificação, a sonda TaqMan® é degradada devido a atividade da exonuclease 

da Taq DNA polimerase, separando o quencher da molécula fluorescente durante 

a extensão. A separação do fluoróforo do quencher resulta em um aumento da 

intensidade da fluorescência. Assim, durante o processo de amplificação, a 

emissão de luz é aumentada de forma exponencial. Esse aumento da 

fluorescência ocorre apenas quando a sonda hibridiza e quando a amplificação da 

seqüência alvo é estabelecida (HEID et al., 1996).  

Esta técnica constitui uma rápida alternativa para a quantificação de DNA 

(HEID et al., 1996) possibilitando a determinação do número de microrganismos 

presentes em amostras clínicas (KATAKURA et al., 1998).  Portanto, é 

considerada uma das mais promissoras ferramentas para a detecção e 

quantificação de Leishmania spp.. Esta técnica tem sido útil para caracterizar a 

flutuação da carga parasitária ocorrida durante o processo infeccioso por 
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Leishmania spp., inclusive realizando determinações do número de parasitas a 

nível sistêmico e compartimentalizado, uma vez que se busca estabelecer uma 

associação entre a densidade parasitária e as características imunológicas, 

histopatológicas e clínicas dos hospedeiros (BRETAGNE et al., 2001; MELBY et 

al., 1998; REIS et al., 2009; ROLÃO et al., 2004). 

Alguns estudos, aplicando esta técnica, foram realizados com cães, tanto 

assintomáticos como sintomáticos para LV. Os resultados obtidos tem 

demonstrado que a avaliação simultânea da carga parasitária e os níveis de 

citocinas representam uma ferramenta importante para avaliar o desenvolvimento 

da doença (ALVES et al., 2008; FRANCINO et al., 2006; MANNA et al., 2006; 

2009). Inclusive, o uso desta ferramenta permitiu verificar que cães com lesões 

renais severas apresentaram elevada carga parasitária neste órgão (SOLANO-

GALLEGO et al., 2007).  

O cão constitui um excelente modelo para o estudo da LV, uma vez que os 

sintomas em cães são semelhantes àqueles manifestados em humanos, com 

exceção à perda de pelos, a onicogrifose e o emagrecimento. Desta forma, o 

progresso no conhecimento da LVC poderá contribuir para a prevenção da 

infecção no homem (HOMMEL et al., 1995). Muitos estudos com cães, natural e 

experimentalmente infectados com Leishmania spp., têm sido desenvolvidos nos 

últimos anos. Contudo, uma das lacunas encontradas para a realização desses 

estudos tem sido a falta de marcadores imunológicos caninos, o que tem 

contribuído para o retardamento na produção do conhecimento nesta área. As 

informações sobre a base imunológica da LV em cães são escassas, quando 

comparada com as obtidas em modelos humanos e murinos (SOLBACH; 

LASKAY, 2000).  

Mais recentemente, o surgimento de algumas outras ferramentas tem 

contribuído para o desenvolvimento da pesquisa nesta área. Merece destaque a 

produção de anticorpos monoclonais contra homólogos caninos de cluster of 

differentiation (CD) humanos (COBBOLD; METCALFE, 1994), que permitem 

reconhecer a população de linfócitos caninos e monitorar esses grupos de células 
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em condições normais (RABANAL et al., 1995) e patológicas (BOURDOISEAU et 

al., 1997). Também, a clonagem, o seqüenciamento e a expressão de muitas 

citocinas têm permitido a pesquisa desses mediadores imunológicos através do 

emprego de diferentes técnicas (ARGYLE et al., 1999; DEVOS et al., 1992; 

KNAPP et al., 1995; VAN DER KAAIJ et al., 1999). 

Portanto, a determinação da densidade de Leishmania spp., conjuntamente 

com outras determinações em tecidos e órgãos, são ferramentas promissoras 

para o estabelecimento de novos estudos sobre novas terapias medicamentosas 

(GUERRA et al., 2009). 
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III OBJETIVOS 

 

 

1. Verificar os níveis de TNF- , IL-4 e IL-10 em tecidos esplênico e 

hepático, provenientes de cães soropositivos para Leishmania (Leishmania) 

chagasi e de cães não infectados. 

 

2. Determinar a densidade de L. (L.) chagasi em tecidos esplênico e 

hepático, provenientes de cães soropositivos para esta espécie. 

3. Correlacionar os níveis de citocinas (IL-4, IL-10 e TNF- ) produzidos no 

baço e fígado de cães soropositivos para Leishmania (L.) chagasi com a 

densidade deste parasita nestes órgãos. 
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IV MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Área de estudo 

 

 

O município de Araçatuba, (21  12’ 32” S; 50  25’ 38” W), com área total de 

1.167.311 Km2, no estado de São Paulo Brasil, é uma área endêmica para 

leishmaniose visceral canina (LVC). 

Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratório de Imunologia, do 

Departamento de Clínica, Cirurgia e Reprodução Animal, da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba (FOA – UNESP).  

 

 

4.2 Animais 

 

 

Quarenta cães adultos, machos ou fêmeas, entre dois e cinco anos de 

idade, sem predileção por raça ou peso, provenientes do Centro de Controle de 

Zoonoses de Araçatuba (CCZA), foram selecionados quanto a soropositividade 

para L. (L.) chagasi por ELISA indireto, segundo Lima et al., (2003). 

Os animais foram divididos em dois grupos: assintomáticos (n = 20) e 

sintomáticos (n = 20). Este último grupo consistiu de animais com pelo menos três 

sinais clínicos de LVC (febre, dermatite, linfoadenopatia, onicogrifose, perda de 

peso, caquexia, problemas de locomoção, conjuntivite, epistaxe, 

hepatoesplenomegalia, edema e apatia). 

Um grupo controle negativo composto por 12 animais saudáveis, machos 

ou fêmeas, sem predileção por idade, raça ou peso, provenientes de área não 

endêmica (Londrina, Paraná, Brasil) foi incluído no estudo. Estes cães foram 
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soronegativos para L. (L.) chagasi e não apresentaram amplificação do DNA para 

esta espécie de protozoário. 

 

 

4.3 Colheita das Amostras 

 

 

Os cães foram eutanasiados pelo seguinte processo: inicialmente 

tranqüilizados com 0,05 mg/Kg de maleato de acepromazina (iv), seguido de 

administração rápida (20 s) de 15 mg/Kg de tiopental sódico (iv) e de 10 ml de 

cloreto de potássio 19,1%, pela mesma via. Foram obtidas amostras de sangue 

total para o exame sorológico e, de fragmentos de baço e de fígado. Estes 

fragmentos de órgãos foram utilizados para a determinação das citocinas e para a 

quantificação da densidade parasitária. As amostras de sangue total foram 

mantidas sob refrigeração e os fragmentos dos órgãos foram imediatamente 

congelados em nitrogênio líquido para evitar a desnaturação das citocinas.  

 

 

4.4 Extratos de baço e fígado 

 

 

Os extratos dos órgãos foram obtidos para quantificar as citocinas TNF- , 

IL-4 e IL-10, através da técnica de ELISA de captura. Para isto, 1 g de fragmento 

de baço ou fígado e 2 ml de meio RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MO, Estados 

Unidos),  pH 7,2,  foram processados, sob refrigeração, em um triturador de 

tecidos (Ultraturrax T 8, Staufen, Alemanha), por aproximadamente 5 minutos. O 

homogeneizado resultante foi centrifugado a 10.000 x g por 15 minutos a 4 ºC 

(Eppendorf 5810 R, Hamburg, Alemanha) e o sobrenadante foi imediatamente 

estocado a -80 ºC (Revco, Golden Valley, MN, Estados Unidos). 
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4.5 Quantificação de TNF- , IL-4 e IL-10 

 

 

As citocinas TNF- , IL-4 e IL-10 foram quantificadas, usando o extrato de 

baço ou fígado, através do método imunoenzimático ELISA de captura, com 

anticorpo monoclonal anti-canino produzido em camundongos e com anticorpo 

policlonal anti-canino biotinalado produzido em cabras (R&D System, Minneapolis, 

MN, Estados Unidos). As placas com 96 cavidades (Nalgene Nunc Internacional, 

Rochester, NY, Estados Unidos) foram sensibilizadas com 0,5 g/mL de anticorpo 

monoclonal e 0,1 L/ml de anticorpo de detecção, respectivamente.  TNF- , IL-4 e 

IL-10 caninos recombinantes (R&D System, Minneapolis, MN, Estados Unidos) 

foram usados para gerar a curva padrão. O teste foi realizado de acordo com a 

orientação do fabricante de anticorpos e revelado com o cromógeno 3,3’,5,5’ – 

tetrametilbenzidina – TMB (Sigma, St. Louis, MO, Estados Unidos). As placas 

foram lidas em leitora Spectra Count (Pachard Bio Science Company, Piscataway, 

NJ, Estados Unidos), com filtro de 450 nm. A sensibilidade mínima para detecção 

de TNF-  foi de 3,12 pg/50 l, para IL-4 foi de 78 pg/50 l e para IL-10 foi de 90,65 

pg/50 l. 

 

 

4.6 Determinação da densidade parasitária 

 

 

A determinação da densidade parasitária foi realizada por meio da reação 

da polimerase em cadeia em tempo real (PCR em tempo real), conforme descrito 

por Rolão et al. (2004). Para tanto, 35 mg de baço ou de fígado de cada animal 

foram processados para a extração de DNA utilizando um kit comercial (PCR-
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template Preparation Kit , Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha), 

seguindo as recomendações do fabricante.  

Para a construção da curva padrão foi utilizada a forma promastigota do 

parasita L. (L.) chagasi. A quantificação dos parasitas foi realizada através da 

contagem em câmara hematocitométrica de Neubauer (valor médio de quatro 

contagens). A suspensão de parasitas foi diluída em série de 10, variando de 1 x 

106 a 10-1 parasitas. Essas diluições foram então processadas para a extração do 

DNA, como descrito acima. 

Foram utilizados iniciadores e sonda interna de oligonucleotídeos 

desenhados a partir de regiões do minicírculo do cinetoplasto de L. (L.) chagasi 

(GenBank accession number AF169140), conforme descrito por Rolão et al., 

(2004). As amostras de DNA foram analisadas usando os seguintes 

oligonucleotídeos (Applied Byosystems, Foster City, CA, USA): iniciador direto 

LshNRf (forward, 5’-GGTTAGCCGATGGTGGTCTT-3’), reverso LshNRr (reverse, 

5’-GCTATATCATATGTCCAAGCACTTACCT-3’) e sonda interna LshNRp 

TaqMan® (5’-ACCACCTAAGGTCAACCC-3’). A reação de PCR foi realizada em 

termociclador Icycler iQ (Bio-Rad Laboratories, CA, Estados Unidos). Dois 

microlitros de cada amostra de DNA foram adicionados a uma mistura contendo: 

10 µL de TaqMan® Universal Master Mix, No AmpErase® UNG (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos); 2 µl de cada um dos iniciadores 

(900 nM), 2 µl de sonda TaqMan® MGB (FAM™ fluoróforo) (200 nM) e 2 µl água 

purificada e isenta de DNase. As amostras foram ensaiadas em duplicata. Para 

cada ensaio, foi incluído um controle positivo e negativo. As condições ideais para 

amplificação foram 95ºC por 10 minutos, 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60 

ºC por 60 segundos.  

O threshold de detecção foi determinado automaticamente como a média 

da linha basal mais 10 vezes o desvio padrão, representando o nível de 

background calculado a partir do ciclo dois até o dez. Os resultados foram 

transformados em log baseando-se em curva padrão previamente realizada. 
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4.7 Análise estatística 

 

 

As variáveis estudadas (nível TNF- , IL-4 e IL-10 e densidade parasitária 

em ambos os órgãos) foram submetidas à análise pelo método dos quadrados 

mínimos, considerando o efeito de grupo (ANOVA). As médias por grupo foram 

comparadas através do teste de Tukey, sendo que os dados foram testados 

quanto à normalidade e homogeneidade de variâncias, pré-requisitos necessários 

para esta análise. 

A análise de correlação foi feita entre os valores de TNF- , IL-4 e IL-10, 

com os valores da densidade parasitária para cada grupo. O valores da densidade 

parasitária no baço e no fígado, para cada grupo, foram submetidos a análise de 

regressão. 

Os resultados foram considerados significativos quando p<0,05. 

Para todas as análises estatísticas foi empregado o programa 

computacional SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary, NC, Estados Unidos). 
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V RESULTADOS 

 

 

5.1 Quantificação do Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF- )  

 

 

Os níveis médios de TNF-  foram superiores no fígado, quando comparado 

com o baço, tanto no grupo de cães assintomáticos, como no grupo de cães 

sintomáticos (p<0,05). O valor médio obtido no fígado dos cães sintomáticos foi 

superior ao grupo de cães assintomáticos (p<0,05). Porém, tal diferença não foi 

observada no baço dos cães destes dois grupos. Os valores médios obtidos para 

os cães infectados, assintomáticos e sintomáticos, tanto no baço quanto no fígado, 

foram maiores (p< 0,05) que aqueles obtidos no baço e no fígado dos cães 

saudáveis (Figura 1). 

 

 
Figura 1. Quantificação de TNF- , através de ELISA de captura, em extrato de baço e fígado de 

cães assintomáticos (n=20) e sintomáticos (n=20), naturalmente infectados por L. (L.) 

chagasi e de cães saudáveis (n=12) (* p < 0,05, teste de Tukey). 
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5.2 Quantificação de Interleucina-4 (IL-4) 

 

 

Os níveis médios de IL-4 foram superiores no fígado, quando comparado 

com o baço, tanto do grupo de cães assintomáticos como no grupo de cães 

sintomáticos (p<0,05). Os valores médios obtidos no baço e no fígado dos cães 

assintomáticos não mostraram diferença quando comparado com o grupo de cães 

sintomáticos. Os valores médios obtidos para os cães infectados, assintomáticos e 

sintomáticos, tanto no baço quanto no fígado, foram maiores (p<0,05) que aqueles 

obtidos nos cães saudáveis (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Quantificação de IL-4, através de ELISA de captura, em extrato de baço e fígado de cães 

assintomáticos (n=20) e sintomáticos (n=20), naturalmente infectados por L. (L.) chagasi 

e de cães saudáveis (n=12) (* p < 0,05, teste de Tukey). 
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5.3 Quantificação de Interleucina-10 (IL-10) 

 

 

Os níveis médios de IL-10 foram superiores no fígado, quando comparado 

com o baço, tanto no grupo de cães assintomáticos quanto no grupo de cães 

sintomáticos (p<0,05). Os valores médios obtidos no baço e no fígado dos cães 

assintomáticos não mostraram diferença quando comparados com o grupo de 

cães assintomáticos. Os valores médios obtidos para os cães infectados, 

assintomáticos e sintomáticos, tanto no baço quanto no fígado, foram 

significativamente maiores (p<0,05) que aqueles obtidos nos cães saudáveis 

(Figura 3). 

 

 

Figura 3. Quantificação de IL-10, através de ELISA de captura, em extrato de baço e fígado de 

cães assintomáticos (n=20) e sintomáticos (n=20), naturalmente infectados por L. (L.) 

chagasi e de cães saudáveis (n=12) (* p < 0,05, teste de Tukey). 
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5.4 Determinação da densidade parasitária 

 

 

Os valores médios da densidade parasitária do baço, de cães 

assintomáticos e sintomáticos, foram superiores, quando comparados com os do 

fígado (p < 0,05). O valor médio da densidade parasitária do baço de cães 

assintomáticos, não foi diferente quando comparado com o dos cães sintomáticos. 

Os cães sintomáticos apresentaram um maior valor médio de densidade 

parasitária no fígado (p < 0,05), quando comparado com os assintomáticos (Figura 

4). 

 

 

Figura 4. Densidade parasitária em DNA, através da PCR em tempo real, em fragmento de baço e 

fígado de cães assintomáticos (n=20) e sintomáticos (n=20) naturalmente infectados por 

L. (L.) chagasi. (* p < 0,05, teste de Tukey). 
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5.5 Níveis de citocinas e densidade parasitária 

 

 

Os níveis médios de citocinas (TNF- , IL-4 e IL-10) foram superiores no 

fígado, quando comparado com o baço, tanto no grupo de cães assintomáticos 

quanto no grupo de sintomáticos (p<0,05). No baço, os níveis médios destas 

citocinas não diferiram entre cães assintomáticos e sintomáticos, mas sim com os 

cães saudáveis. No fígado, foi verificada diferença entre os níveis médios de TNF-

 produzidos pelos cães assintomáticos, sintomáticos e saudáveis (p<0,05). Para 

as demais citocinas, foi observada diferença apenas entre os cães infectados 

(assintomáticos e sintomáticos) e saudáveis (p<0,05). Os valores médios da 

densidade parasitária foram diferentes entre o baço e o fígado, tanto de cães 

assintomáticos como de sintomáticos (p<0,05). Também foi diferente entre o 

fígado de cães assintomáticos quando comparada com o dos sintomáticos 

(p<0,05). O fígado dos cães sintomáticos apresentou maior nível de TNF-  e 

também maior densidade parasitária, quando comparado com fígado dos cães 

assintomáticos (p<0,05) (Tabela 1). 
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Tabela 1. Quantificação de TNF- , IL-4 e IL-10 em extrato de baço e fígado e densidade 
parasitária em DNA extraído desses órgãos de cães assintomáticos (n=20) e 
sintomáticos (n=20), naturalmente infectados por L. (L.) chagasi e de cães saudáveis 
(n=12). 

 

Variável Grupo 
Órgão ( x  s) 

Baço Fígado 

TNF-  
(pg/ml) 

Assintomático 0,174  0,073 aB 0,599  0,237 bA 

Sintomático 0,183  0,060 aB 0,763  0,214 aA 

Controle 0,041  0,013 bA 0,146  0,040 cA 

IL-4 
(pg/ml) 

Assintomático 21,014  3,679 aB 69,769  16,894 aA 

Sintomático 22,319  6,009 aB 75,474  23,283 aA 

Controle 8,811  2,637 bB 23,851  7,472 bA 

IL-10 
(pg/ml) 

Assintomático 7,178  5,897 aB 99,774  39,336 aA 

Sintomático 9,584  8,789 aB 107,532  35,742 aA 

Controle 0,723  0,488 bB 26,059  9,152 bA 

Dens. 
parasitas 

(log) 

Assintomático 2,633  1,138 aA 1,950  1,150 bB 

Sintomático 2,644  1,242 aA 2,383  1,288 aB 

Médias seguidas de letras distintas, minúsculas na coluna e maiúsculas na linha, diferem entre si pelo 

 teste de Tukey (P < 0,05). 
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5.6 Correlação entre os níveis das citocinas (TNF- , IL-4 e IL-10) e a 

densidade parasitária através da determinação do coeficiente de correlação 

linear de Pearson 

 

 

A análise da correlação mostrou que nos cães sintomáticos houve uma 

correlação linear positiva fraca entre o nível médio de TNF-  no baço com o valor 

médio da densidade parasitária neste órgão. Para os cães assintomáticos também 

houve uma correlação linear positiva entre o nível médio de IL-10 no fígado e o 

valor médio da carga parasitária média nesse órgão (p < 0,05) (Tabela 1). 

 

 

Tabela 2. Correlação entre a concentração de TNF- , IL-4, IL-10 e densidade parasitária obtida no   
baço e fígado em cães assintomáticos (n=20) e sintomáticos (n=20), naturalmente 
infectados por L. (L.) chagasi 

 

Variável Grupo 

Órgão (R) 

Baço Fígado 

TNF-  

(pg/ml) 

Assintomático -0,361 -0,075 

Sintomático 0,353 -0,231 

IL-4 

(pg/ml) 

Assintomático -0,188 0,098 

Sintomático -0,090 -0,100 

IL-10 

(pg/ml) 

Assintomático 0,204 0,448* 

Sintomático 0,011 0,091 

* p < 0,05 
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5.7 Análise da densidade parasitária do baço e do fígado de cães 

assintomáticos, através da determinação do coeficiente de correlação linear 

de Pearson 

 

 

A análise da densidade parasitária mostrou que existe uma forte correlação 

linear positiva entre o baço e o fígado no grupo dos cães assintomáticos 

(r=0,93553). O coeficiente de determinação (r2) mostrou que para cada unidade de 

parasita no baço tem-se o aumento de 0,8752 no fígado (Figura 5). 
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Figura 5. Correlação entre densidade parasitária em DNA extraído de fragmento do baço e do 
fígado de cães assintomáticos (n=20), naturalmente infectados por L. (L.) chagasi. Forte 
correlação linear positiva (r=0,93) e significativa entre baço e fígado (p<0,05)   
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5.8 Análise da densidade parasitária do baço e do fígado de cães 

sintomáticos, através da determinação do coeficiente de correlação linear de 

Pearson 

 

 

A análise da densidade parasitária mostrou que existe uma forte correlação 

linear positiva entre o baço e o fígado no grupo dos cães sintomáticos  

(r=0,94686). O coeficiente de determinação (r2) mostrou que para cada unidade de 

parasita no baço tem-se o aumento de 0,8966 no fígado (Figura 6). 
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Figura 6. Correlação entre carga parasitária em DNA extraído de fragmento do baço e do fígado de 
cães sintomáticos (n=20), naturalmente infectados por L. (L.) chagasi. Forte correlação 
linear positiva (r=0,95) e significativa entre baço e fígado (p<0,05)   
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VI DISCUSSÃO 

 

 

Os estudos das infecções por Leishmania spp. colocam em destaque o 

importante papel regulatório desempenhado pelo sistema imune do hospedeiro, 

tanto no estabelecimento do processo infeccioso, como no desenvolvimento do 

quadro clínico. Contudo, não estão claramente definidos quais e como os 

mediadores químicos, em especial as citocinas, participam deste processo em 

cães. Até o presente momento, tem-se verificado que os estudos relativos à 

leishmaniose visceral (LV) são desenvolvidos principalmente em humanos e em 

alguns modelos animais, sendo o modelo canino pouco utilizado. O presente 

estudo, realizado em área endêmica para leishmaniose visceral canina (LVC), 

investigou a produção de citocinas no baço e fígado de cães naturalmente 

infectados, considerando a importância desses órgãos nesse processo infeccioso 

e patológico, como também na resposta imune do hospedeiro. 

Os níveis de TNF-  no baço e no fígado foram superiores no grupo dos 

cães infectados, quando comparado com o grupo de cães saudáveis. Os níveis 

mais expressivos nos cães infectados denotam que a presença de L. (L.) chagasi 

induz resposta imune com produção expressiva de TNF- . A produção de TNF-  

por células T específicas para L. (L.) infantum é capaz de estimular a atividade 

leishmanicida de macrófagos caninos infectados (PINELLI et al., 1994; PINELLI, 

2000). Ratificando que o TNF-  é produzido na presença desse protozoário, 

Carrillo et al. (2007) mostraram que, em leucócitos mononucleares de sangue 

periférico de cães assintomáticos infectados por L. (L.) chagasi e estimulados com 

antígeno solúvel de leishmania (SLA), houve aumento na expressão gênica de 

TNF-  e de IFN- . Nos cães infectados, tanto assintomáticos como sintomáticos, 

os teores de TNF-  verificados no fígado foram superiores, quando comparado 

com o baço desses mesmos animais. Este resultado é semelhante àquele obtido 

em camundongos BALB/c infectados com L. (L.) donovani em que o nível de TNF-

 hepático também foi superior ao esplênico (MUKHERJEE et al., 2003).  
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Em nosso estudo foi verificado que o nível de TNF-  foi maior no fígado dos 

cães sintomáticos do que no dos assintomáticos. O aumento de TNF-  hepático 

pode estar associado com o aumento da densidade de parasitas observada neste 

órgão. Considera-se que os sintomas clínicos decorrentes de danos hepáticos 

guardam uma associação com a freqüência do parasitismo neste órgão, em cães 

naturalmente infectados por L. (L.) chagasi (GIUNCHETTI et al., 2008). Desta 

forma, os efeitos citotóxicos desencadeados pelos macrófagos, para a destruição 

dos parasitas intracelulares, podem estar diretamente associados com o dano no 

fígado, conforme observado em co-cultura de hepatócitos e macrófagos peritoniais 

de camundongos C57BL/6 e BALB/c infectados por L. (L.) chagasi (DIAS COSTA 

et al., 2007). Durante a infecção por Leishmania, o TNF-  produzido por 

macrófagos é capaz de induzir a produção de compostos intermediários do 

oxigênio e do nitrogênio (MURRAY; NATHAN, 1999). O óxido nítrico (NO) atua 

como uma molécula regulatória, desencadeando não apenas uma atividade 

microbicida (BRUNET, 2001), mas também é capaz de mediar danos teciduais, 

pois está correlacionado com a produção de transaminases e lactato 

desidrogenase, enzimas indicadoras de disfunção hepática (DIAS COSTA et al., 

2007). 

A ocorrência de menor nível de TNF-  no fígado de cães assintomáticos 

está, possivelmente, relacionada com o papel protetor desta citocina uma vez que 

estes cães também apresentaram menor carga parasitária no fígado, quando 

comparado com o baço. Também, deve-se considerar que no início do processo 

infeccioso TNF-  induz a ativação dos macrófagos, que controlam o crescimento 

dos parasitas (DIAS COSTA et al., 2007). 

Não foi observada diferença nos níveis de TNF- , quando foi comparado o 

baço dos cães assintomáticos com o dos sintomáticos. Esse fato deve-se, 

possivelmente, à capacidade que o baço apresenta de expressar altos níveis 

desta citocina, decorrentes da remodelação do tecido esplênico mediada pelo 

próprio TNF- , quando há persistência do parasita neste órgão, conforme 
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observado em camundongos infectados por L. (L.) donovani (ENGWERDA et al., 

1998). Estes resultados são semelhantes aos observados por Lage et al. (2007), 

que não verificaram diferenças ao analisar o níveis de TNF-  em células 

esplênicas de cães assintomáticos e sintomáticos naturalmente infectados por L. 

(L.) chagasi. 

Também, foi verificado neste estudo que o nível de TNF- , no baço nos 

cães sintomáticos, apresentou uma fraca correlação linear positiva com o valor da 

carga parasitária neste órgão, enquanto que uma fraca correlação linear negativa 

foi observada nos cães assintomáticos. Isto sugere que a produção de TNF-  

deve acompanhar a elevação do número de parasitas no baço dos animais 

sintomáticos, enquanto que nos assintomáticos ocorre o inverso. Portanto, o nível 

desta citocina no baço pode estar participando do processo regulatório da carga 

parasitária e conseqüentemente da evolução clínica da infecção.  

De maneira semelhante ao TNF- , o presente estudo mostrou maiores 

níveis de IL-4 no baço e no fígado dos cães infectados quando comparado com os 

cães não infectados. Resultados semelhantes foram observados em cães 

experimentalmente infectados com L. (L.) infantum e oligoaasintomáticos, quando 

comparado com os cães não infectados (STRAUSS-AYALI et al., 2007). Também, 

Lage et al. (2007) encontraram maiores níveis de expressão de IL-4 em 

esplenócitos de cães naturalmente infectados por L. (L.) chagasi, quando 

comparado com os não infectados.  

O elevado nível de IL-4 observado no baço dos cães infectados, quando 

comparado com o grupo de cães saudáveis, mostra que esta citocina exerce 

importante papel nesse processo infeccioso. A persistência do parasita no baço de 

cães infectados por L. (L.) infantum pode estar relacionada à presença de altos 

níveis de IL-4 (STRAUSS-AYALI et al., 2007). Um recente estudo, desenvolvido 

com células mononucleares do sangue periférico de cães experimentalmente 

infectados por L. (L.) infantum, sugere que a ausência de expressão de IL-4, 

conjuntamente com IL-13, no início do processo infeccioso, pode contribuir para 

retardar a multiplicação do parasita (SANCHEZ-ROBERT et al., 2008).   
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O nível de IL-4, de maneira semelhante ao TNF- , foi superior no fígado 

quando comparado com o baço, em ambos os grupos de cães infectados. Este 

resultado, contudo difere de outros presentes na literatura. Estudos realizados 

com camundongos BALB/c infectados com L. (L.) donovani (MUKHERJEE et al., 

2003; ROLÃO et al., 2007), mostraram que o nível de IL-4 esplênico foi superior 

ao hepático durante o curso da infecção . A discordância entre os resultados pode 

ser atribuída à diferença de modelo animal estudado e ao fato dos cães do 

presente estudo serem naturalmente infectados e, portanto se desconhecer o 

período da infecção. 

Na avaliação dos teores de IL-4, no baço e no fígado de cães infectados, 

assintomáticos e sintomáticos, não foi possível estabelecer diferença entre esses 

dois grupos. Resultados semelhantes foram observados no baço por LAGE et al. 

(2007). Ainda, o estudo dessa citocina no sangue periférico, não mostrou 

diferença entre cães assintomáticos e sintomáticos, naturalmente infectados por L. 

(L.) infantum, (MANNA et al., 2006).  

A ausência de associação entre o teor de IL-4 no baço e o status clínico dos 

cães sugere que esta citocina tem papel relevante na instalação da infecção e não 

propriamente com o desenvolvimento clínico da LVC (STRAUSS-AYALI et al., 

2007).  

Semelhante ao TNF-  e IL-4, o presente estudo mostrou que foram obtidos 

maiores níveis de IL-10 no baço e no fígado dos cães infectados, quando 

comparado com o dos cães não infectados. Estes resultados são semelhantes aos 

observados por ALVES et al., (2008) em estudo realizado com cães infectados 

naturalmente por L. (L.) chagasi. Estudos em humanos e camundongos tem 

associado a suscetibilidade à infecção com a elevação dos níveis de IL-10 e TGF-

 (KANE; MOSSER, 2001; TRINCHIERI, 2007). 

Os níveis de IL-10 foram superiores no fígado, quando comparados com o 

baço, em ambos os grupos de cães infectados estudados, apresentando uma 

fraca correlação linear positiva com a densidade parasitária do fígado em cães 

assintomáticos.  
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Estudos realizados com camundongos BALB/c infectados com L. (L.) 

donovani (MUKHERJEE et al., 2003; ROLÃO et al., 2007) mostraram que o nível 

de IL-10 no fígado também foi superior ao baço durante o curso da infecção. 

Elevada produção de IL-10 e TGF-  também foi observada no fígado e baço de 

cães, sintomáticos e assintomáticos, infectados por L. (L.) chagasi (CORREA et 

al., 2007). 

O baço e o fígado são importantes sítios de persistência do parasita em 

cães infectados, assintomáticos e sintomáticos. Contudo, o baço apresentou uma 

densidade parasitária mais elevada, quando comparada com o fígado, mostrando 

que o baço, juntamente com a pele, é um dos sítios com maior densidade 

parasitária durante o curso da doença (REIS et al., 2009). Também, pode-se 

verificar neste estudo uma forte correlação positiva entre a carga parasitária 

presente no baço e no fígado, para esses dois grupos de cães. De maneira 

semelhante, uma correlação linear positiva entre a carga parasitária do baço e do 

fígado foi observada em camundongos experimentalmente infectados por L. (L.) 

donovani (MUKHERJEE et al., 2003) e por L. (L,) infantum (ROLÃO et al., 2007).  

O fígado de cães sintomáticos apresentou maior densidade parasitária, 

quando comparado com o dos cães assintomáticos. Tal diferença pode estar 

relacionada não só com o nível de TNF- , mas também com as características 

fisiopatológicas deste órgão. A ocorrência de fibrose intralobular no fígado de 

animais sintomáticos pode contribuir para a elevação da carga parasitária, 

conforme verificado através da marcação do parasita em análise imuno-

histoquímica, associada a análise histomorfométrica (MELO et al., 2008). O fígado 

pode ser um dos órgãos que reflete uma relação positiva entre a densidade de L. 

(L.) chagasi e as manifestações clínicas em cães (GIUNCHETTI et al., 2008). 

Além do fígado, os linfonodos, em cães naturalmente infectados por L. (L.) 

infantum, podem ter uma relação positiva entre a densidade de parasita e as 

manifestações clínicas mais severas (MANNA et al., 2009).  

Os resultados obtidos indicam que o TNF-  desempenha um importante 

papel na patogênese da LVC, especialmente no fígado. A associação entre o nível 
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de TNF- , em conjunto com o aumento da densidade parasitária é um importante 

indicador da evolução clínica dessa doença em cães, e aponta o fígado como um 

dos sítios que apresenta relação positiva entre a densidade parasitária e a 

doença. Também, o aumento do nível de TNF-  IL-4 e IL-10 em cães infectados 

atribuem a estas citocinas um importante papel na patogênese da LV.  

Ademais, os resultados indicam a ocorrência de compartimentalização tanto 

da resposta imune, como dos parasitas em cães infectados por L. (L.) chagasi. 

Tais resultados podem contribuir para um melhor entendimento da resposta 

imune em cães infectados por L. (L.) chagasi, o que pode auxiliar no 

desenvolvimento de medidas profiláticas e/ou curativas para estes animais.  Desta 

forma, acredita-se que o benefício a ser proporcionado à população canina terá 

reflexos positivos para a população humana, uma vez que no ambiente doméstico 

o cão é o principal reservatório para esse parasita.  
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VII CONCLUSÕES 

 

 

A partir da análise dos teores das citocinas, TNF- , IL-4 e IL-10, em 

extratos de baço e de fígado de cães naturalmente infectados por Leishmania 

(Leishmania) chagasi e da densidade parasitária nestes órgãos pode-se concluir 

que: 

 

Essas citocinas são importantes mediadores na resposta imune dos cães 

infectados por L. (L.) chagasi, sendo que IL-4 e IL-10 parecem não ter relação com 

as manifestações clínicas da leishamaniose visceral canina.  

O baço e o fígado são sítios de permanência do parasita na leishmaniose 

visceral canina, sendo que o fígado apresenta relação positiva entre densidade 

parasitária e manifestações clínicas. 

Outrossim, tanto a produção dessas citocinas como a presença do parasita 

no cão se mostram  compartimentalizadas. 
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