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Interações entre os níveis de NO, ROS e atividade HO-1 
com apoptose de células monucleares de sangue 

periférico e baço de cães com leishmaniose visceral 
 

 

RESUMO - Leishmania são protozoários intracelulares obrigatórios que 

infectam células fagocitárias de mamíferos ocasionando a leishmaniose 

visceral canina (LVC). Por apresentarem um intenso parasitismo cutâneo, os 

cães infectados possuem papel chave na transmissão da doença. Para 

sobreviver no hospedeiro, as leishmanias são capazes de desenvolver 

mecanismos de escape por alterações das respostas de células fagocitárias, 

tais como o NO e o ROS responsáveis pela morte intracelular do parasita. A 

HO-1 também pode estar envolvida na regulação da resposta imune, porém 

seu papel na leishmaniose visceral canina ainda não está claro. A produção 

excessiva de NO, ROS e HO-1 pode ser prejudicial e estar relacionada com a 

apoptose e desregulação imunológica na LVC. Assim o este estudo teve a 

finalidade de investigar os níveis de ROS, NO e atividade HO-1 em células 

mononucleares do sangue periférico e leucócitos do baço e sua correlação com 

a apoptose celular. Para isso foram utilizadas células mononucleares 

sanguíneas e leucócitos de baço de cães infectados e saudáveis. As células 

foram isoladas e cultivadas durante 24 horas, na sequencia foram incubadas 

com sondas para NO ou ROS e foi determinada a apoptose celular. Todos as 

análises foram realizadas por citômetria de fluxo. Após a lise das células em 

cultura, a atividade HO-1 foi determinada no lisado celular por método 

colorimétrico. O metabolismo oxidativo estava reduzido e a taxa de apoptose 

dos mononucleares sanguíneos aumentada, por influência do ROS. Os níveis 

de ROS e NO estavam diminuídos nos leucócitos do baço de cães infectados, 

e maior taxa de apoptose celular foi observada nos leucócitos de baço de cães 

infectados. A atividade da HO-1 obtida estava reduzida tanto nos monucleares 

do sangue como nos leucócitos do baço dos animais infectados, quando 

comparados aos animais saudáveis, porém não mostrou correlação com a 



apoptose. Concluímos que os mecanismos indutores de apoptose diferem nos 

sítios de infecção, ou seja, no baço os reativos de oxigênio e de nitrogênio 

estão envolvidos com a inibição do processo de morte celular, no entanto a 

atividade de hemooxigenase pode ter influência na apoptose. 

 

Palavras chave: Cães, Leishmania infantum, Zoonoses. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Interactions between the levels of NO, ROS and HO-1 
activity and apoptosis monucleares cells from 

peripheral blood and spleen of dogs with visceral 
leishmaniasis 

 

SUMMARY - Leishmania are obligate intracellular protozoan that infects 

phagocytic mammalian cells causing canine visceral leishmaniasis (CVL). 

Because they have an intense cutaneous parasitism, infected dogs have key 

role in disease transmission. To survive in the host, the Leishmania are able to 

develop escape mechanisms by changes in phagocytic cell responses, such as 

the NO and the ROS responsible for the death of intracellular parasites. The 

HO-1 may also be involved in regulating the immune response, but their role in 

canine visceral leishmaniasis is not yet clear. The excessive production of NO, 

ROS and HO-1 can be detrimental and to be related to immune dysregulation 

and apoptosis in LVC. So this study aimed to investigate the levels of ROS, NO 

and HO-1 activity in mononuclear cells of peripheral blood leukocytes and 

spleen and its correlation with cell apoptosis. For this they used blood 

mononuclear cells and spleen leukocytes from infected and healthy dogs. Cells 

were isolated and cultured for 24 hours following probes were incubated with 

NO or ROS and cell apoptosis was determined. All analyzes were performed by 

flow cytometry. After lysis of the cells in culture, HO-1 activity in cell lysate was 

determined by a colorimetric method. Oxidative metabolism was reduced and 

the apoptosis rate of increased blood mononuclear, influenced by ROS. The 

levels of ROS and NO were decreased in leukocytes from the spleen of infected 

dogs, and increased apoptotic rate was observed in spleen leukocytes from 

infected dogs. The activity of HO-1 was obtained in both reduced blood 

monucleares as in the splenic leukocytes from infected animals compared with 

healthy animals, but was not correlated with apoptosis. We concluded that the 

apoptosis-inducing mechanisms differ at sites of infection, or spleen reactive 



oxygen and nitrogen are involved with the inhibition of cell death, however 

hemooxigenase activity may play a role in apoptosis. 

 

Keywords: Dogs, Leishmania infantum, Zoonoses 
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CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

As leishmanioses são doenças causadas por cerca de 20 espécies de 

protozoários flagelados do gênero Leishmania (ROSS, 1903) pertencentes à 

ordem Kinetoplastida, família Tripanosomatidae. Esses parasitas já foram 

descritos em cerca de 98 países, colocando em risco cerca de 350 milhões de 

pessoas (DEJAUX, 2004; WHO, 2010). Nesses países existe a predominância 

da forma visceral da doença, que é a mais severa das leishmanioses, podendo 

ser fatal quando não tratada adequadamente (MURREY, 2002).  

Endêmica no Brasil, a leishmaniose visceral (LV) tem sua maior 

incidência na região nordeste com 92% do total de casos, seguida pelas 

regiões sudeste (4%), norte (3%) e centro-oeste (1%) (OMS, 1990). No Brasil, 

como outros países da América do Sul, a migração para as áreas urbanas 

contribuiu para a expansão da LV (DESJEUX, 2004). No estado de São Paulo, 

o primeiro relato de leishmaniose visceral canina (LVC) ocorreu em 1998, na 

cidade de Araçatuba (GALIMBERTTI et al., 1999). 

 Embora existam diferentes espécies de Leishmania, o ciclo de vida 

desses protozoários é similar, sendo todos heteroxenos, ou seja, necessitam 

de diferentes hospedeiros para completar seu ciclo.  Assim, esses protozoários 

se apresentam em duas formas distintas, sendo a forma amastigota encontrada 

no interior de células do sistema fagocitário mononuclear (SFM) do hospedeiro 

vertebrado, tais como o homem e os cães, e a forma flagelada promastigota, 

encontrada no tubo digestivo do flebotomíneos (FOREYT, 2005). O 

envolvimento de outros vetores tem sido relatado, tais como pulgas 

(FERREIRA et al., 2009) e carrapatos (COUTINHO; LINARD 2007), bem como 

a contaminação do hospedeiro através de transfusões de sangue.  

Após a inoculação cutânea pelo vetor, os parasitas rapidamente 

difundem-se para os linfonodos e baço através da linfa e sangue, podendo 

atingir rins, fígado, órgãos reprodutores, sistema digestivo e respiratório, bexiga 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2009) onde causa lesões e sinais clínicos que são 

característicos da LV. Os cães infectados podem ser sintomáticos, 
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oligosintomáticos ou assintomáticos (ALVAR, et al., 2004) e alguns podem 

evoluir para a cura espontânea (FISA, et al., 1999). Os animais infectados 

também podem ser classificados em quatro estágios de infecção, conforme a 

apresentação clínica da doença (SOLANO-GALLEGO, 2009). 

A forma assintomática representa 20 a 40% da população de cães soro-

positivos, dos quais 80% desenvolvem os sinais clínicos tardiamente (NOLI, 

1999). No Brasil, em áreas urbanas da região nordeste, a forma assintomática 

representa 30% da população soropositiva (QUEIROZ, et al., 2009). Os sinais 

mais frequentes de LVC são linfadenopatia, onicogrifose, perda de peso, 

caquexia e anormalidades locomotoras (SEMIÃO-SANTOS et al., 1995), e os 

achados laboratoriais como a hipergamaglobulinemia e hepatoesplenomegalia 

(LANGONI et al., 2005). Na pele são comuns úlceras crostosas na orelha, 

focinho e região periorbital, descamação furfurácea e alopecia multifocal 

(ALVAR et al., 2004). 

No ambiente silvestre os principais reservatórios são mamíferos, 

especialmente roedores, xenartras, carnívoros, primatas e marsupiais 

(GRIMALDI, TESH, 1993). Contudo, fora desse ambiente os cães são os 

principais reservatórios desempenhando assim função fundamental na 

manutenção do ciclo epidemiológico da doença, sendo infectados antes que o 

homem. A prevalência da leishmaniose em cães de áreas endêmicas pode 

atingir 40% da população (SLAPPENDEL; FERRER, 1990), sendo mais 

prevalente que em humanos. Devido a presença de maior quantidade de 

parasitos na pele canina, existe a possibilidade de maior infecção do vetor 

(SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997).  

A resistência à infecção na LVC está associada aos baixos níveis de 

anticorpos específicos e a existência de imunidade celular, da qual fazem parte 

as linfócitos T CD4+ (Th1), que ativam de macrófagos (PINELLI et al., 1994). A 

ativação dos linfócitos T CD4+ (Th2) pelo parasita resulta no aumento da sua 

sobrevivência e no aparecimento das lesões, em razão das ações supressivas 

de suas citocinas sobre os macrófagos (BARBIÉRI, 2006). Os linfócitos T CD8+ 

também parecem estar envolvidas com a infecção, estando presentes em 
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maior número após o tratamento da doença (BARBIÉRI, 2006). Pinelli et al. 

(1999) observaram que essas células são capazes de lisar macrófagos canino 

infectados por L. infantum e produzir IFN-γ, que ativa os macrófagos, 

estimulando assim o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), tais como o óxido nítrico (NO), responsáveis pela morte intracelular do 

parasita (PANARO et al., 2008). 

Além da imunossupressão observada na LVC, o estresse oxidativo tem 

se destacado como uma das desordens orgânicas observadas em cães 

sintomáticos (BILDIK et al., 2004), o qual também pode estar relacionado a um 

possível efeito imunossupressor na imunidade inata (ALMEIDA et al., 2013; 

ALMEIDA, 2013). 

Por replicar e viver obrigatoriamente nos macrófagos, a sobrevivência da 

Leishmania spp. Nestas células depende da ação de duas enzimas induzíveis, 

a óxido nítrico sintase induzível 2 e arginase 1 (NADERER, 2008). O IFN-

gama, induz ativação clássica de macrófagos e expressão de iNOS, que oxida 

a arginina em duas etapas levando a produção de NO, o metabólito 

responsável pela morte do parasita. Além do papel microbicida do NO in vitro, 

já evidenciado na LVC (PINELLI et al., 2000). Ele também pode estar envolvido 

na imunopatologia da doença, pois em diferentes parasitoses sua produção 

excessiva está associada com a ausência de resposta linfocitária (BOGDAN, 

2001).  

As diferentes concentrações de óxido nitrico podem inibir ou estimular a 

taxa de apoptose celular (THOMAS et al., 2008; WINK et al., 2008), como já 

demostrado em diferentes tipos celulares in vivo e in vitro (BOGDAN, 2001). 

Wink et al. (2003), observaram que em baixas concentrações o NO promove a 

sobrevivencia e a replicação celular, além de diminuir a taxa de apoptose, 

enquanto que em altas concentraçes ele promove a parada do ciclo da célula 

causando danos ao DNA ocasionando a apoptose.  

Recentemente tem sido demonstrado que o parasita e seus antígenos 

inibem a expressão de co-estimuladores estimulatórios e diminuem a produção 

de óxido nítrico (DIAZ et al., 2012). Contudo, a ação de co-estimuladores 
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inibitórios podem induzir a apoptose ou mesmo outras vias importantes para a 

manutenção do organismo, quanto a resposta imune a doença (CHIKU et al., 

2016). 

O NO está intimamente ligado a atividade leishmanicida nos cães 

(PANARO et al., 1998; PANARO et al., 2001; PINELLI et al., 2000), quando foi 

inibida a produção de NO ocorreu menor atividade leishmanicida nos 

macrófagos (PINELLI, 2000). 

Em cultura celular o NO, que é gasoso, rapidamente é convertido a 

nitrito e nitrato. Estudos anteriores somente avaliaram NO medindo o nitrito, 

utilizando o método de Griess (GUEVARA et al., 1998). Contudo, para a 

aferição desse metabólito é imprescindível um método preciso e confiável, pois 

suas características, tais como a meia vida curta, podem interferir na análise 

(EMBOLA et al., 2002). O uso de sondas (probes) intracelulares faz com que 

seja realmente analisado o NO, sem interferências de outras moléculas 

biologicamente semelhantes ou quando as concentrações de NO são muito 

pequenas (MURPHY et al., 2011). 

Neutrófilos, monócitos e macrófagos podem controlar parasitas por meio  

das espécies reativas de oxigênio (ROS), que são produzidas durante a 

fagocitose em um processo chamado de explosão respiratória (RB), parte 

essencial da resposta imunológica inata (BRÜNE, 2013) 

Vários estudos indicam que macrófagos murinos matam as 

promastigotas in vitro, pela produção de ROS (GANTT et al., 2001). Além 

disso, ratos deficientes na produção de ROS tiveram o aumento da 

susceptibilidade à doença, quando infectados com Leishmania donovani. 

Contudo parasitas, tais como, as leishmanias podem inibir essa resposta imune 

e evadir-se das técnicas de defesa do hospedeiro, como a explosão 

respiratória (COOMBS, 1989; PHAM et al., 2005). Em cães infectados com L. 

infantum já foi comprovado que esses mecanismos de defesa podem estar 

alterados (HEIDARPOUR et al., 2012). O estresse oxidativo tem grande 

importância na infecção por L. infantum, pois quanto maior sua taxa, maiores 
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serão os sinais que o animal apresenta (BILDIK et al., 2004; BRITTI et al., 

2008). 

Outro processo associado à regulação da resposta imunológica na LV é 

a apoptose (DAS et al., 1999), que pode influenciar ou não o desenvolvimento 

da doença (ALEXANDER et al., 2001). Em cães com leishmaniose, a apoptose 

das células T pode estar ligada à supressão da imunidade celular (LIMA et al., 

2012) e consequentemente à progressão da doença. Cães infectados com 

Leishmania infantum apresentam redução no número de linfócitos T CD4+ e 

concomitante proliferação do parasita nos macrófagos, seguida da 

disseminação do parasita para vários órgãos (BOURDOISEAU et al., 1997). 

Segundo Alvar et al.(2004), existe uma correlação direta entre os níveis das 

células T CD4+ e a resposta celular ao parasito, sendo a recuperação do 

animal doente após o tratamento acompanhada pelo aumento da porcentagem 

destas células.  

Como mecanismo de defesa, a apoptose também pode causar 

inflamação durante as infecções parasitárias gerando sinais clínicos 

característicos da doença. Contudo, isso depende do estímulo ou receptores 

envolvidos na fagocitose de células necróticas ou apoptóticas que geraram 

sinais anti-inflamatórios ou pró-inflamatórios, que causam a ativação de 

macrófagos (VERÇOSA et al., 2012). Cães com sintomas de LV apresentam 

uma reação inflamatória severa com altos índices de apoptose nas lesões de 

pele, podendo essas ter algum tipo de contribuição para a persistência da 

Leishmania spp. no sítio inflamatório (VERÇOSA et al., 2012).  

A supressão imunológica observada em cães naturalmente infectados 

com L. infantum pode estar relacionada com o mecanismo de apoptose de 

linfócitos T. Lima et al. (2012) relataram um aumento da taxa de apoptose em 

linfócitos T no baço e no sangue periférico de cães infectados, enquanto Silva 

et al. (2013) mostraram que na infecção canina mFAS e mFASL estão 

envolvidos na apoptose dos linfocitos T destes mesmos tecidos. Ainda segundo 

Perosso et al. (2014), sFAS pode atuar conjuntamente com as moléculas de 
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mFAS e mFASL ativando o sistema apoptótico diminuindo a quantidade de 

células T.  

Outro receptor que pode atuar na apoptose dos linfocitos T são os 

receptores PD1 e seus ligantes, que além de serem reguladores negativos da 

linfoproliferação podem também ativar a apoptose destas células (CHIKU et al, 

2016). 

Sabe-se também que o metabolismo oxidativo está aumentado em 

células mononucleares (MELO et al., 2014) e neutrófilos (ALMEIDA et al., 

2013) de sangue periférico de cães com LV, sendo que a produção intermitente 

de reativos de oxigênio leva a lesão da membrana celular e consequentemente 

inicia a apoptose destas células (ZAMZAMI et al., 1996). 

Na LV, além da apoptose a enzima heme oxigenase-1 (HO-1) parece 

atuar nos mecanismos efetores envolvido com a imunidade. Em modelos 

experimentais indutores desta enzima aumentaram a carga parasitária em 

macrófagos peritoneais. E em humanos com LV altos níveis da enzima HO-1 

foram detectados no soro (LUZ et al., 2012). A enzima HO-1, codificada pelo 

gene Hmox1, tem ganhado destaque devido aos seus efeitos 

imunoregulatórios, inibindo a proliferação e/ou função de células T, sendo sua 

expressão aumentada sob condições de estresse (SOARES et al., 2009). 

A HO-1 atua inibindo o efeito pró-oxidante do heme livre no organismo, o 

qual pode ser prejudicial às células e tecidos por induzir o estresse oxidativo, 

citotoxidade e inflamação (FERREIRA et al., 2008). Assim, após a quebra do 

complexo hemoglobina-haptoglobina, o grupo heme é quebrado pela HO-1 em 

ferro instável (Fe), biliverdina e monóxido de carbono (CO) (TENHUNEN et 

al.,1969).  

A ação da enzima contra o estresse oxidativo parece estar ligada ao 

efeito citoprotetor que ela exerce e aos seus metabólitos que têm grande 

capacidade antioxidante: o Fe induz a produção de ferritina (BALLA et al., 

1992); a biliverdina é rapidamente convertida em bilirrubina que possui efeito 

citoprotetor (STOCKER et al., 1987); e o CO também é citoprotetor (BROUARD 

et al., 2000) além de anti-inflamatório (OTTERBEIN et al., 2003).  
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Apesar disso, o papel da HO-1 ainda não está estabelecido na LVC. Em 

humanos, a presença de altas concentrações HO-1 parece estar associada 

com a presença da doença (LUZ et al., 2012). Luz et al. (2012), afirmaram em 

seu estudo que a presença de promastigotas estimula a produção de HO-1 em 

macrófagos murinos. Pham et al. (2005) sugerem que a presença de 

amastigotas e promastigotas regulam os níveis de HO-1, sendo a presença das 

amastigotas um estímulo mais rápido.  Trabalhos recentes tem evidenciado 

que a enzima HO-1 pode controlar a produção de NO e inibir o processo 

apoptótico (MORSE, 2002). Chung e colaboradores sugerem que o NO induz a 

HO-1. A indução de HO-1 pelo óxido nítrico protege células T da apoptose 

induzida via FAS, e essa via pode ainda exercer um papel anti-inflamatório 

(CHUNG et al., 2008).   

Embora algumas moléculas indutoras de apoptose estejam esclarecidas 

é possível que outros metabolitos possam contribuir na indução de apoptose, 

como já dito anteriormente, o óxido nítrico quando excessivamente produzido 

pode induzir apoptose.  Em cães sintomáticos com LV, alta produção de iNOS 

foi observada no baço, porém nenhum estudo foi realizado para avaliar se a 

produção de NO tem correlação com a apoptose já documentada no baço e 

sangue periférico. 

 Esses conhecimentos poderão ser úteis para o entendimento da 

imunopatologia na LVC, e poderão originar futuras terapias baseado em drogas 

antiapoptóticas.  
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