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 INVESTIGAÇÃO DE FATORES PRÓ-INFLAMATÓRIOS EM PLEXO 

COROIDE DE CÃES COM LEISHMANIOSE VISCERAL 

 

 

RESUMO – A leishmaniose visceral (LV) é uma doença que causa 

manifestações clínicas variadas em cães, incluindo alterações neurológicas, 

entretanto, existem poucos relatos que caracterizam as lesões observadas e que 

contribuem para elucidar a patogenia da forma neurológica da LV. O plexo 

coroide (PC) forma uma importante interface entre o liquor e o sistema periférico 

vascular, e é uma estrutura com potencial para permitir a passagem de células 

inflamatórias no sistema nervoso central além de servir como fonte de 

mediadores inflamatórios. O objetivo deste estudo foi avaliar as lesões 

encefálicas incluindo o PC em cães com LV e avaliar a possível participação do 

PC como estrutura produtora de mediadores pró-inflamatórios como citocinas 

(IL-1β, IL-6, INF-γ, TNF-α) e quimiocinas (CCL-3, CCL-4, CCL-5, CXCL-10), e 

disfunção da barreira hematoencefálica (BHE) através da presença de albumina, 

anticorpo anti- Leishmania no liquor e também pelo quociente de albumina o que 

poderia facilitar a passagem de células imunes e contribuir para as alterações 

inflamatórias encefálicas. Foi observado infiltrado inflamatório variando de leve 

a acentuado principalmente em PC e meninges. Aumento na expressão gênica 

de CCL-5 e tendência no aumento da CXCL-10 em PC de cães infectados. 

Presença de formas amastigotas e DNA de Leishmania no PC, além de 

anticorpos anti-Leishmania e albumina no liquor de cães com LV. Esses 

resultados indicam que há disfunção da BHE em cães com LV e que a CCL-5 

poderia ser produzida pelo PC, por outro lado, esse tecido não se mostrou 

contribuir ativamente na produção de outras citocinas avaliadas nesse estudo.  

 

 

Palavras-chave: barreira hematoencefálica, CCL-5, inflamação, Leishmania, 

quimiocinas
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INVESTIGATION OF PRO-INFLAMMATORY FACTORS IN CHOROID 

PLEXUS OF DOGS WITH VISCERAL LEISHMANIOSIS 

 

 

SUMMARY – Visceral leishmaniasis (VL) is a disease that causes several 

clinical manifestations in dogs, including neurological alterations, however, there 

are few reports that characterize the lesions observed and that contribute to 

elucidate the pathogenesis of the neurological form of VL. The choroid plexus 

(CP) forms an important interface between the cerebrospinal fluid and the 

vascular peripheral system, and is a structure with the potential to allow the 

passage of inflammatory cells into CNS and serve as a source of inflammatory 

mediators. The objective of this study was to evaluate brain lesions including CP 

in dogs with VL and to evaluate the possible participation of CP as a producer of 

pro-inflammatory mediators such as cytokines (IL-1β, IL-6, INF-γ, TNF-α) and 

chemokines (CCL-3, CCL-4, CCL-5, CXCL-10), and blood brain barrier (BBB) 

dysfunction through the presence of albumin, antibody anti-Leishmania in the 

cerebrospinal fluid and also by the albumin quotient facilitate the passage of 

immune cells and contribute to inflammatory brain disorders. Inflammatory 

infiltrates were observed ranging from mild to severe, mainly in CP and meninges. 

Increased gene expression of CCL-5 and tendency to increase CXCL-10 in CP 

from infected dogs. Presence of amastigotes and Leishmania DNA in CP, as well 

as anti-Leishmania antibodies and albumin in the cerebrospinal fluid of dogs with 

VL. These results indicate that there is dysfunction of BBB in dogs with VL and 

that CCL-5 could be produced by CP, on the other hand, this tissue did not prove 

to actively contribute to the production of other cytokines evaluated in this study. 

 

 

Keywords: blood-brain barrier, CCL-5, chemokines, inflammation, Leishmania 
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CAPÍTULO 1 - CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

 

1 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1.1 Leishmaniose visceral 

 

A leishmaniose é uma doença causada por mais de 20 espécies do 

protozoário do gênero Leishmania (família Trypanosomatidae, ordem 

Kinetoplastida), que são transmitidas por cerca de 30 espécies de mosquitos 

flebotomíneos e é classificada em duas principais formas: leishmaniose cutânea 

e leishmaniose visceral (LV) (BANETH et al., 2008; LUKEŠ et al., 2007).  

A LV, também conhecida como Calazar é uma doença protozoária, 

causada pela Leishmania donovani (no velho mundo) e Leishmania infantum 

chagasi (no novo mundo) (MAURICIO et al., 2000).  Esta doença está 

classificada entre as doenças tropicais como a quarta em morbilidade e segunda 

em mortalidade com 20. 000 a 40.000 mortes por ano no mundo (ALVAR et al., 

2012). 

A leishmaniose visceral canina (LVC) é endêmica em aproximadamente 

50 países entre a América do Sul e a região do Mediterrâneo (BANETH et al. 

2008), isso devido as condições climática e ecológica que favorecem a 

proliferação do vetor (SOLANO-GALLEGO et al., 2009).  

O cão e o homem são os principais hospedeiros desse parasito, entretanto 

a presença da Leishmania já foi detectada em canídeos silvestres (LUPPI et al., 

2008), gatos (VIDES et al., 2011), marsupiais (SANTIAGO et al., 2007) e 

roedores (OLIVEIRA et al., 2005).  

Ao longo do seu ciclo de vida as espécies de Leishmania possuem duas 

formas. A forma promastigota metacíclica, que é flagela e encontrada no trato 
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intestinal dos vetores, é transmitida ao hospedeiro pela fêmea do flebótomo 

Lutzomyia longipalpis durante o repasto sanguíneo e a forma amastigota, 

aflagelada, sendo parasito intracelular de células fagocitárias como neutrófilos, 

macrófagos e células dendríticas (BATES, 2007; KAYE; SCOTT, 2011).  

Após interação com o sistema imune na pele e transformação das formas 

promastigotas metacíclicas em amastigotas, os parasitos são transportados por 

macrófagos infectados para os linfonodos regionais (SARIDOMICHELAKIS, 

2009). O resultado da infecção pode variar dependendo de alguns fatores 

relacionados com o vetor, a Leishmania e resposta imune do hospedeiro 

(BAÑULS et al., 2007; SARIDOMICHELAKIS, 2009).  

Esta enfermidade também pode ser encontrada em pessoas com o vírus 

da imuno deficiência como co-infecção (ABDALMAULA et al., 2013), entretanto 

pessoas imuno competentes também podem se infectar com essa enfermidade 

(HORRILLO et al. 2015). Além disso, a LV em humanos tem sido relacionado ao 

aumento dos casos de leishmaniose visceral canina (LVC) (NUNES et al., 2010).  

A LVC é considerada uma doença crônica, cujos sinais clínicos são 

variados e alguns são imunomediados. Entre eles os mais frequentemente 

observados são perda de peso, onicogrifose, linfadenomegalia, epistaxe, 

letargia, pneumonia, miocardite, além de alterações dermatológicas, renais, 

hepáticas, esplênica e oculares, distúrbios locomotores e alterações 

neurológicas (FEITOSA et al., 2000; BANETH et al., 2008; PALTRINIERI et al., 

2010; HOSEIN et al., 2016).  

A progressão da doença e prognóstico está relacionada ao tipo de 

resposta imune que o hospedeiro pode estabelecer frente a infecção (HOSEIN 

et al., 2016).  

 

 

1.2 Citocinas 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167587711002285#bib0165
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167587711002285#bib0165
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As citocinas são proteínas e glicoproteínas que atuam como mediadores 

na comunicação celular, enviam sinais que estimulam, modulam ou até mesmo 

inibem as células imunes. São produzidas devido a lesão tecidual, infecção e 

inflamação. Sendo secretadas como precursores inativos que precisam ser 

clivados por enzimas específicas para exercer sua função biológica, sendo então 

sua produção controlada. Suas atividades podem ser redundantes, ou seja, 

diferentes citocinas podem resultar nas mesmas funções. Além disso, uma 

citocina podem estimular uma célula para produzir outras citocinas, agindo como 

uma cascata. Entretanto, também podem inibir a produção de outras atuando de 

forma antagônicas (ZANG; AN., 2007) 

 A transmissão do sinal é feita por meio de receptores específicos 

localizados nas membranas celulares. Dentro da classe de citocinas estão as 

interleucinas, interferons, fatores de crescimento, fatores de necrose tumoral e 

quimiocinas (ALLAN; ROTHWELL, 2001; KADHIM et al., 2008).  

 

 

1.2.1 Quimiocinas  

 

 

As Quimiocinas compõem uma superfamília de proteínas de baixo peso 

molecular (8-14 kDa) que atuam na resposta imune, principalmente na ativação 

e o tráfego de leucócitos (BENDALL et al., 2005, VIGDAL; KALLIKOUDIS, 2017). 

As quimiocinas estão subdivididas em quatro subfamílias, de acordo com a 

posição de seus resíduos de cisteína: CXC (ou α-quimiocinas), CC (ou β-

quimiocinas), C e CX3C (VIGDAL; KALLIKOUDIS, 2017).   

Dentre elas encontram-se as quimio atraentes de monócitos, as β-

quimiocinas representada pela MCPs -1 e -2 (CCL-2 e CCL-8, respectivamente), 

as proteínas inflamatórias de macrófagos representada pela MIPs -1α e -1β 

(CCL-3 e CCL-4, respectivamente) e as proteínas secretadas e expressadas por 

linfócitos T, as RANTES (CCL-5), que são altamente atraentes para macrófagos 
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e monócitos, diversas subpopulações de linfócitos, células dendríticas e células 

natural killer (NK) (BENDALL, 2005; RABIN, 2003).        

Entre as α-quimiocinas encontra-se a CXCL-10 (proteína 10 induzida por 

IFN-γ ou IP-10), cuja principal função é regular a migração de células Th1 

efetoras ao local da inflamação, durante a resposta imune adaptativa (BENDALL, 

2005; MURPHY; 2003). 

 

 

1.3 Leishmaniose Visceral Canina e o Sistema Imunológico 

 

 

A LVC é considerada uma doença imunomediada devido a capacidade do 

parasito em modificar o sistema imunológico do hospedeiro (BARBIÉRI, 2006). 

Algumas lesões na LVC são decorrentes da deposição de imunocomplexos que 

levam a vasculite em pele, olhos e rins (HOSEIN et al., 2016).  

A resposta imunológica pode ser desencadeada por compostos de 

antígenos de superfície do parasito ou substâncias produzidas pelo protozoário 

(SANTARÉM et al., 2010). 

Durante LVC, as células mononucleares fagocitárias infectadas por 

Leishmania atuam como células apresentadoras de antígenos, estimulando 

linfócitos T auxiliares CD4+ tipo 1 e 2 (Th1 e Th2) (HOSEIN et al., 2016). 

A resposta do tipo Th1 produzem uma resposta celular associado com a 

produção de citocinas como interferon-gama (IFN-γ), interleucina dois (IL-2) e o 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), que ativam os macrófagos. Após a 

ativação, os macrófagos, por sua vez, estimulam a resposta celular pela ativação 

de outras células ou por sua proliferação. Por outro lado, a resposta Th2 resulta 

em resposta humoral associada com a produção de citocinas como a interleucina 

quatro (IL-4), interleucina dez (IL-10), fator de transformação do crescimento 

beta (TGF- β), o que favorece a sobrevivência do parasito, ocasionando lesões 



20 

 

 

pelas ações supressivas de suas citocinas nos macrófagos (HOSEIN et al., 

2016), e também ativação de linfócitos B estimulando a produção de anticorpos, 

não obtendo uma resposta eficiente contra a infecção (BARBIÉRI, 2006; 

HOSEIN et al., 2016; REIS et al., 2009). Entretanto, alguns estudos indicam que 

pode haver uma associação entre Th1e Th2 (HOSEIN et al., 2016). 

Alguns trabalhos comprovam que cães com LV sintomáticos possuem 

uma falha de resposta celular específica, caracterizada por redução na resposta 

linfoproliferativa aos antígenos de Leishmania e uma redução no número de 

linfócitos T CD4+ (PINELLI et al., 1999; SOLANO-GALLEGO et al., 2000). Além 

da imunossupressão, fatores como raça, doenças concomitantes (MIRÓ et al., 

2008) e até mesmo a virulência do parasito podem influenciar na resposta imune 

do hospedeiro (MARTIM-MARTIM et al., 2008). 

 

 

1.4 Sistema Nervoso Central e o Imunoprivilégio 

 

 

Em condições normais o Sistema Nervoso Central (SNC) é considerado 

um local imunologicamente privilegiado (SHIMADA; HASEGAWA-ISHII, 2017), 

esse imunoprivilégio está relacionado à baixa expressão de antígenos de 

histocompatibilidade, ao reduzido número de células apresentadoras de 

antígeno e à eficiência das barreiras hematoencefálica (BHE) e hematoliquórica 

(BHL) (BALLABH et al., 2004; GALEA et al., 2007). 

 A BHE é composta por uma camada de células endoteliais, com junções 

intercelulares do tipo oclusivas (“tight junctions”). Além disso, é envolvida por 

pericitos, membrana basal, macrófagos perivasculares e pés terminais de 

astrócitos. Esta barreira encontra-se entre a luz de vasos sanguíneos e o 

parênquima nervoso (DANIELSKI et al., 2017).  
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A principal função BHE é limitar a saída de substâncias do sangue e o 

tráfego de leucócitos dentro do SNC, entretanto, estudos indicam que leucócitos 

ativados são capazes de cruzar a mesma e realizar a vigilância imunológica do 

SNC (ABBOTT et al., 2010). A BHE é encontrada em todo o SNC, com exceção 

do PC e áreas adjacentes aos ventrículos cerebrais (órgãos circunventriculares) 

(KUAR et al., 2016). 

As células residentes como os astrócitos e micróglia conferem uma 

resposta imunológica específica ao SNC e regulam o processo inflamatório 

nesse tecido (BAILEY et al., 2006). Além disso, elas podem responder a 

estímulos periféricos como citocinas IL-1, IL-6 e TNF-α, produzidas por células 

imunes periféricas resultando em síntese de citocinas e quimiocinas no SNC que 

podem causar ou potencializar lesões no encéfalo (PAVLOV; TRACEY, 2006; 

TIAN et al., 2012). Mostrando assim uma comunicação ativa entre a vigilância 

imunológica do SNC e o sistema imune periférico (SHIMADA; HASEGAWA-

ISHII, 2017).  

 

 

1.5 Plexo Coroide 

 

 

O PC é uma estrutura especializada localizada nos ventrículos laterais, e 

terceiro e quarto ventrículos (KAUR et al., 2016). É altamente vascularizado e 

composto por uma camada simples de células epiteliais cuboides que são 

continuação das células ependimárias (SHIMADA; HASEGAWA-ISHII, 2017). 

Tradicionalmente, esta estrutura é considerada responsável pela produção e 

secreção do líquido cefalorraquidiano, também conhecido como liquor 

(VORBRODT; DOBROGOWSKA, 2003; KAUR et al., 2016). O liquor é produzido 

constantemente, sendo transparente, estéril e sem a presença de sangue. 

Confere ao cérebro e a medula espinhal proteção mecânica contra impactos. 

Considerado como meio de comunicação entre o SNC. De fato, estudos recentes 



22 

 

 

tem mostrado que o liquor pode ter acesso a todo o SNC por meio do espaço 

perivascular (espaço de Virchow-Robin), onde é feita a drenagem e depuração 

de moléculas, além dos ventrículos e espaço subdural (BRINKER et al., 2014).  

As células deste tecido possuem junções justas oclusivas (“tight 

junctions”) localizadas na parte apical das células (VORBRODT; 

DOBROGOWSKA, 2003), que evitam a difusão passiva do sangue formando 

assim uma barreira física chamada barreira hematoliquórica (BHL). Assim como 

BHE a integridade da BHL impede a entrada de patógenos, moléculas 

inflamatória e toxinas que chegam pelo sangue periférico, protegendo assim o 

SNC (KAUR et al., 2016). 

Considerado como um mediador entre o sistema imune periférico e o 

SNC, o PC está constantemente exposto a sinais vindo do parênquima cerebral 

e sistema imune periférico, devido à sua estrutura e posicionamento. Alguns 

estudos têm relacionado o PC à mediação da resposta inflamatória dentro do 

SNC (KAUR et al., 2016).  

Trabalhos de Englehardt et al. (2001) e Vercellino et al. (2008), 

demonstram o papel do PC na inflamação associada com a encefalite alérgica 

experimental e a esclerose múltipla. Além disso, o PC é uma estrutura com 

potencial para permitir a passagem de células inflamatórias no SNC, além de 

servir como fonte de mediadores inflamatórios durante várias doenças. Ainda, as 

células epiteliais do PC, mostraram capacidade de produzir citocinas como IL-6, 

IL-8, TNF-α, e IL-1β, que são liberadas no liquor quando ocorre inflamação 

periférica sistêmica, o que resultaria em alterações no tecido nervoso (FUNG et 

al., 2012; MARQUES et al., 2009; MITCHELL et al., 2009; MURTA et al., 2015). 

No entanto, não existem muitos estudos sobre a síntese e a secreção de 

quimiocinas pelo PC (STRAZIELLE et al., 2016). 

O PC e o liquor podem atuar como portas de entrada para patógenos ou 

antígenos circulantes e essa estrutura pode ser a primeira a responder a um 

estímulo inflamatório periférico (MELO; MACHADO, 2009, 2011). Estudos 
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mostram evidências de inflamação no encéfalo de cães com LV (IKEDA et al., 

2007; MACHADO et al., 2010; MARANGONI et al., 2011; MELO et al., 2009; 

MELO; MACHADO, 2011; MELO et al., 2013, OLIVEIRA et al., 2017). Além 

disso, a presença de anticorpos anti-Leishmania, albumina e imunoglobulina 

como a IgG até mesmo o DNA do protozoário já foram relatados em liquor de 

cães com LV (GARCIA-ALONSO et al., 1996; LIMA et al., 2003; MELO et al., 

2015, OLIVEIRA et al., 2017).  

A função altamente secretora das células do PC e sua interface entre o 

sangue e o liquor, podem desempenhar um papel importante na comunicação 

entre o sangue e o cérebro como tem sido comprovado por inúmeros trabalhos 

(BALUSU et al., 2016). Alguns trabalhos apontam que a BHL encontrada no PC 

desempenha importante papel fisiopatológico da inflamação no encéfalo 

causada por protozoários como o Trypanossoma (MOGK et al., 2014), mas 

pouco se sabe ainda sobre a participação desta estrutura na patogenia das 

lesões encefálicas dos cães com LV. 

 

 

1.6 Sistema Nervoso Central e Leishmaniose visceral 

 

O envolvimento do SNC durante a LV é pouco relatado tanto em humanos 

como em cães (MAIA et al., 2015). 

Estudos realizados com 215 cães com infecção crônica de LV mostraram 

que somente 4% desses animais apresentaram sinais neurológicos. (FEITOSA 

et al., 2000). Giannuzzi et al. (2017), apesar do estudo feito com 54 cães com 

LV, observou que 5,4% dos animais possuíam sinais neurológico. Em humanos 

os sinais mais comumente relatados são relacionados a alterações no sistema 

nervoso periférico entretanto, meningite, disfunção de nervos cranianos e 

parasitas no liquor já foram relatados (MAIA et al., 2015). Contudo, os cães 

podem apresentar sinais de comprometimento generalizado do SNC como 

convulsões, disfunção de nervos cranianos, sinais cerebelo-vestibulares, 
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incoordenação motora, paresia e mioclonia (GIANNUZZI, et al., 2017; IKEDA et 

al., 2007; MAIA et al., 2015).  

Cães naturalmente infectados apresentam evidências de inflamação no 

encéfalo e desregulação da BHE, além de meningite e coroidite, deposição 

perivascular de imunoglobulinas, infiltração de leucócitos, ativação glial, enzimas 

que degradam componentes da matriz extracelular (MMP-2 e MMP-9) e um perfil 

de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias (GARCIA-ALONSO et al., 1996; 

GIANNUZZI et al., 2017; IKEDA et al., 2007; MELO; MACHADO, 2011; MELO et 

al., 2013, MELO et al., 2015, OLIVEIRA et al., 2017).  

Apesar do DNA do parasito ser detectado no SNC em cães naturalmente 

infectados (CARDINOT et al., 2016; GRANO et al., 2014), no encéfalo, existem 

raros relatos de identificação de Leishmania nesse tecido (MÁRQUEZ et al., 

2013; NIETO et al., 1996; VIÑUELAS et al., 2001).  

 

 

2 OBJETIVOS 

 

 

1) Avaliar histopatologicamente e caracterizar as lesões inflamatórias 

encefálicas, incluindo o PC, em cães com LV.  

2) Avaliar a participação do plexo coroide na produção de mediadores pró-

inflamatórios por meio da quantificação da expressão gênica das citocinas (IL-

1, IL-6, TNF- e IFN-) e quimiocinas (CCL-3 CCL-4 CCL-5 e CXCL-10) em 

cães com LV. 

3) Detectar e quantificar as citocinas: IL-1, IL-6, TNF- e IFN- no soro e 

liquor de cães com LV. 
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4) Avaliar a desregulação da barreira hematoencefálica por meio 

determinação da presença de albumina e de anticorpos anti-Leishmania no 

liquor de cães com LV. 

5) Avaliar a carga parasitária de Leishmania infantum no PC de cães com 

LV.  
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CAPÍTULO 2 - AVALIAÇÃO DA INFLAMAÇÃO NO ENCÉFALO E DA 

EXPRESSÃO GÊNICA DE MEDIADORES INFLAMATÓRIOS NO PLEXO 

COROIDE DE CÃES COM LEISHMANIOSE VISCERAL 

 

 

RESUMO -  A leishmaniose visceral (LV) é uma doença que causa 

manifestações clínicas variadas, podendo levar em alguns casos ao 

comprometimento do sistema nervoso central (SNC) e periférico. O plexo coroide 

(PC) forma uma importante interface entre o líquido cefalorraquidiano (LCR) e o 

sangue, além de ser uma estrutura com potencial para permitir a passagem de 

células inflamatórias para o SNC, além de servir como fonte de mediadores 

inflamatórios. O objetivo deste estudo foi avaliar as lesões encefálicas incluindo 

o PC em cães com LV, a possível participação do PC como estrutura produtora 

de mediadores pró-inflamatórios como citocinas (IL-1β, IL-6, INF-γ, TNF-α) e 

quimiocinas (CCL-3, CCL-4, CCL-5, CXCL-10) e também disfunção da barreira 

hematoencefálica (BHE) facilitando a passagem de células imunes e 

contribuindo para as alterações inflamatórias encefálicas observadas em cães 

com LV. Foi observado infiltrado inflamatório variando de leve a acentuado, 

principalmente em PC e meninges. Aumento na expressão gênica de CCL-5 e 

tendência no aumento da CXCL-10 em PC de cães infectados. Presença de DNA 

de Leishmania no PC, além de anticorpos anti-Leishmania e albumina no liquor 

de cães com LV. Esses resultados indicam que há disfunção da BHE e que o PC 

não contribui ativamente na produção de citocinas e que somente a CCL-5 

poderia ser produzida pelo PC em cães com LV.  

 

 

Palavras-chave: Quimiocinas, citocinas, CCL-5, CXCL-10, Leishmania 

infantum, sistema nervoso central  
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ABSTRACT - Visceral leishmaniasis (VL) is a disease that causes a 

several clinical manifestations, leading in some cases to involvement of the 

central nervous system (CNS) and peripheral nervous system. The choroid 

plexus (CP) forms an important interface between cerebrospinal fluid (CSF) and 

the blood, and it is a structure with the potential to allow the passage of 

inflammatory cells into the CNS, and also it is a source of inflammatory mediators. 

The objective of this study was to evaluate brain lesions including CP in dogs with 

VL and to evaluate the possible participation of CP as a producer of pro-

inflammatory mediators such as cytokines (IL-1β, IL-6, INF-γ, TNF-α ), 

chemokines (CCL-3, CCL-4, CCL-5, CXCL-10), and brain-blood barrier (BBB) 

dysfunction facilitating the passage of immune cells and contributing to the 

inflammatory brain changes observed in dogs with VL. Inflammatory infiltrates 

were observed ranging from mild to severe, mainly in CP and meninges. 

Increased gene expression of CCL-5 and tendency to increase CXCL-10 in PC 

from infected dogs. Presence of Leishmania DNA in the CP, besides anti-

Leishmania antibodies and albumin in the cerebrospinal fluid of dogs with VL. 

These results indicate that there is dysfunction of BBB and that CP does not 

actively contribute to the production of cytokines and that only CCL-5 could be 

produced by PC in dogs with VL. 

 

 

Keywords: Chemokines, cytokines, CCL-4, CCL-5, CXCL-10 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose grave causada pelo 

protozoário Leishmania chagasi (= infantum) (MAURICIO et al., 2000) sendo os 

cães domésticos considerados como os principais reservatórios dessa doença. 

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doença crônica cujos sinais clínicos 

são variados. Entre eles, os mais frequentemente observados são epistaxe, 

perda de peso, letargia, pneumonia, miocardite, linfadenomegalia, assim como 

alterações dermatológicas, renais, hepáticas, esplênica e oculares, distúrbios 

locomotores e alterações neurológicas (BANETH et al., 2008; FEITOSA et al., 

2000; HOSEIN et al., 2016; PALTRINIERI et al., 2010). 

Vários estudos são focados principalmente na resposta imune nos órgãos 

linfoides e na pele de cães com LV, principais estruturas afetadas (HOSEIN et 

al., 2016). Entretanto, o sistema nervoso também pode ser acometido durante a 

infecção por Leishmania levando a sinais clínicos como convulsões, andar em 

círculo, head tilt, mioclonia, incoordenação motora e paresia (GIANNUZZI et al., 

2017; IKEDA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2017).  

Em condições normais o Sistema Nervoso Central (SNC) é considerado 

um local imunologicamente privilegiado devido à reduzida expressão de 

antígenos de histocompatibilidade, ao baixo número de células apresentadoras 

de antígeno e à eficiência da barreira hematoencefálica (BHE) (BALLABH et al., 

2004; GALEA et al., 2007). Esta barreira é composta por uma camada de células 

endoteliais, com junções intercelulares do tipo oclusivas (“tight junctions”). A BHE 

é envolvida por pericitos, membrana basal, macrófagos perivasculares e pés 

terminais de astrócitos, sendo lacalizada entre a luz de vasos sanguíneos e o 

parênquima nervoso (ABBOTT et al., 2010), tendo como função limitar a saída 

de substâncias do sangue e o tráfego de leucócitos dentro do SNC.  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167587711002285#bib0165
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A BHE está presente em todo o SNC, exceto no plexo coroide (PC) e nos 

órgãos circunventriculares. No PC encontra-se a barreira hematoliquórica (BHL), 

a qual também é constituída por junções do tipo olusivas (“tight junctions”) 

localizada entre as células epiteliais. Estas células participam na formação do 

líquido cefalorraquidiano (LCR) (KAUR et al., 2016; VORBRODT; 

DOBROGOWSKA, 2003).  

Considerado como um mediador entre o sistema imune periférico e o 

SNC, o PC está constantemente exposto a sinais vindo do parênquima cerebral 

e sistema imune periférico, devido à sua estrutura e posicionamento. Alguns 

estudos têm relacionado o PC à mediação da resposta inflamatória dentro do 

SNC (KAUR et al., 2016). Além disso, o PC é uma estrutura com potencial para 

permitir a passagem de células inflamatórias no SNC. Ainda, as células epiteliais 

do PC, mostraram capacidade de produzir citocinas como IL-6, IL-8, TNF-α, e IL-

1β, que são liberadas no liquor quando ocorre inflamação periférica sistêmica, o 

que resultaria em alterações no tecido nervoso (FUNG et al., 2012; MARQUES 

et al., 2009; MITCHELL et al., 2009; MURTA et al., 2015). No entanto, não 

existem muitos estudos sobre a síntese e a secreção de quimiocinas pelo PC 

(STRAZIELLE et al., 2016). 

 Vários estudos mostram evidências de inflamação no encéfalo de cães 

com LV como meningite, coroidite, ativação de células da glia, aumento de 

expressão gênica de citocinas pró-infamatória e presença de linfócitos T CD3+ 

(IKEDA et al., 2007; MACHADO et al., 2010; MARANGONI et al., 2011; MELO 

et al., 2009; MELO; MACHADO, 2011; MELO et al., 2013). Além disso, presença 

de anticorpos anti-Leishmania, presença de albumina e IgG também já foram 

relatados em liquor de cães com LV (GARCIA-ALONSO et al., 1996; LIMA et al., 

2003; MELO et al., 2015, OLIVEIRA et al., 2017). 

A função altamente secretora das células do PC e sua interface entre o 

sangue e o liquor, podem desempenhar um papel importante na comunicação 

entre o sangue e o cérebro como tem sido comprovado por inúmeros trabalhos 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165242712002632#bib0055
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165242712002632#bib0055
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165242712002632#bib0060
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(BALUSU et al., 2016). Alguns trabalhos apontam que a BHL encontrada no PC 

desempenha importante papel fisiopatológico da inflamação no encéfalo 

causada por protozoários como o Trypanosoma brucei (MOGK et al., 2014), mas 

pouco se sabe ainda sobre a participação desta estrutura na patogenia das 

lesões encefálicas dos cães com LV. 

Este estudo teve como objetivo avaliar as lesões inflamatórias de regiões 

do cérebro, cerebelo e PC em cães com LV, disfunção da BHE, avaliar a possível 

participação do PC como estrutura produtora de mediadores pró-inflamatórias 

como citocinas (IL-1β, IL-6, IFN-γ, TNF-α) e quimiocinas (CCL-3, CCL-4, CCL-5, 

CXCL-10), que foram detectadas em encéfalo de cães com LV que poderiam 

promover a passagem de células imunes e contribuir para as alterações 

inflamatórias encefálicas observadas em cães com LV. 

 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Aprovação do comitê de ética 

 

O experimento ocorreu de acordo com os princípios éticos no uso de 

animais do Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade 

Estadual Paulista (Protocolo FOA-00633-2016).  

 

 

2.2 Animais 

 

Foram colhidos amostras de 50 cães, após exclusão de outras doenças 

que poderiam acometer o sistema nervoso central foram incluídos neste estudo 

23 cães, 13 machos e 10 fêmeas, adultos de distintas raças, provenientes do 

atendimento realizado no Centro de Controle de Zoonoses do município de 
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Araçatuba, SP, Brasil, com diagnóstico de LVC, cuja eutanásia foi autorizada 

pelos proprietários seguindo-se a recomendação do Ministério da Saúde. O 

grupo infectado foi composto por 19 cães e o grupo controle por 4 cães, cujas 

mortes não tinham sinal de envolvimento nervoso. 

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sódico (Hypnol® 3%) e 

posteriormente receberam cloreto de potássio (19,1%), ambos por via 

intravenosa. A confirmação de LV foi realizada por meio de testes parasitológico, 

sorológico (ELISA) (LIMA et al., 2005) e qPCR. Todos os animais do grupo 

infectado possuíam sinais da doença e foram classificados de acordo com 

Solano-Gallego et al. (2011) em 4 escore clínico. Nenhum animal possuía sinais 

neurológicos. Todos animais incluídos nesse estudo foram negativos para 

Neospora caninum, Toxoplasma gondi, por meio de RIFI e Babesia spp., 

Ehrlichia spp. por meio de ELISA. 

 

 

2.3 Colheita de amostras 

 

Após os cães serem anestesiados foi procedida a colheita de liquor por 

meio de punção na articulação atlanto-occipital (no mínimo 2mL) e colheita de 

sangue periférico (no mínimo de 10mL) por meio de punção da veia jugular. 

Posteriormente o animal foi eutanasiado. Em seguida foi realizado exame 

necroscópico para avaliar alterações macroscópicas e colheita de amostras de 

encéfalos e baço.  

De um dos hemisférios foram colhido os PC do segundo, terceiro e quarto 

ventrículos, armazenados em 10 volumes de solução preservadora de RNA 

(RNAlater, Applied Biosystems, AM7020) por 24 horas a 4°C e então mantidos 

a -80°C até o processamento das amostras. Amostras de baço também foram 

colhidas e armazenadas a -80ºC para posterior extração de DNA para avaliação 

da carga parasitária. 
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O outro hemisfério cerebral contralateral foi fixado em formalina 10% para 

inclusão em parafina. Após o tempo de manutenção no fixador (máximo 12 

horas), amostras de cortes coronais de regiões corticais (temporal e piriforme), 

hipocampo e tálamo contendo a região periventricular foram obtidos, tomando-

se o cuidado de incluir o PC de um dos ventrículos laterais e um fragmento do 

PC do quarto ventrículo. Posteriormente, cortes de 5m foram corados por 

hematoxilina-eosina (H-E) para avaliação e caracterização das lesões 

inflamatórias em áreas pré-determinadas em estudos anteriores.  

 

 

2.4  Estadiamento Clínico 

 

O estadiamento clínico foi realizado para verificar possível correlação com 

a intensidade de inflamação no encéfalo dos cães deste estudo. Para o isto, foi 

determinado a concentração sérica de proteínas totais, albumina, ureia e 

creatinina, e concentração de anticorpos anti-Leishmania por meio de ELISA 

indireto (LIMA et al., 2005). O estadiamento clínico dos animais foi feito de 

acordo com Solano-Gallego et al. (2011). 

 

 

2.5 Análise histológica do encéfalo 

 

A intensidade da inflamação foi determinada semi quantitativamente 

usando-se escala de 0-3; onde 0 representou a ausência de células 

inflamatórias; 1 presença discreta (acúmulo focal de raras células); 2 presença 

moderada (acúmulo difuso ou multifocal de poucas células) e 3 acentuada 

presença de células inflamatórias (acúmulo acentuada e difusa de grandes 

quantidades de células (MELO et al., 2009). 
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2.6  Avaliação da expressão gênica de citocinas e quimiocinas no plexo 

coroide por meio de RT-qPCR 

 

As amostras de PC armazenadas em RNAlater a -80°C foram equilibradas 

a 4°C e logo após a temperatura ambiente e a extração de RNA foi realizada 

utilizando-se o kit RNeasy® Lipid Tissue Mini (74804, Qiagen) seguindo 

recomendações do fabricante. Após a obtenção do RNA, foi realizada a lise de 

DNA genômico usando-se (Rnase-Free Dnase Set: 79254; Qiagen). O RNA total 

foi quantificado em espectrofotômetro NanoDrop (ND-1000) e somente amostras 

com valor da relação de absorbância 260/280 entre 1,9 e 2,1 foram incluídas nas 

análises subsequentes. O RNA foi armazenado a -80°C até o momento da 

transcrição reversa. 

As amostras de RNA foram submetidas à transcrição reversa para 

produção cDNA utilizando-se o kit RT2 First Strand Kit (330404; Qiagen) 

seguindo recomendações do fabricante. O cDNA obtido foi armazenado a -20°C 

até o momento da realização das reações de amplificação (qPCR). As qPCRs 

foram realizadas em termociclador e sistema de detecção CFX96TM Real-Time 

System (Bio-Rad®) utilizando o mastermix comercial Taqman® Universal 

(4326708, Applied Biosystems. A concentração de oligonucleotídeos iniciadores 

e sondas utilizadas segundo descrito por Fujiwara et al. (2003) (IL-1β), Peters et 

al. (2005) (IL-6, TNF-α, INF-γ e G3PDH), CC-3, CCL-5, CXCL10 e RPL-32 foram 

adquiridas comercialmente (Life Technologies Foster City, CA, USA). Para as 

citocinas foram utilizados concentração de 400 nM de cada primer e 250 nM de 

probe e para o G3PDH foi utilizado 400 nM de primer e 200 nM de probe. Para 

cada reação foi utilizado 5 µL de cDNA numa concentração final de 100ng. As 

condições de amplificação foram as seguintes: 55°C for 2 min, 95°C for 10 min, 

45 ciclos de 95°C for 15 s e 60°C for 1 min.  A quantificação da expressão gênica 

das citocinas e quimiocinas foi avaliada pelo método do 2-ΔΔCt, segundo Livak e 

Schmittgen (2001), usando-se o sinal do gene de referência G3PDH 

(gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase) e RPL-32 (ribosomal protein L32) para 
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normalização dos dados. Os resultados foram descritos com a expressão gênica 

relativa, ou seja, esse método expressa o número de vezes (fold change) que 

determinado gene está mais ou menos expresso no grupo infectado em relação 

ao grupo controle. 

 

 

2.7 Quantificação de DNA de Leishmania em plexo coroide por meio de 

qPCR  

 

Devido pouco material de PC, para quantificação de DNA de Leishmania 

nesse tecido foram utilizados PC de 16 cães, sendo 13 cães do grupo infectado 

e 3 do grupo controle, para isto 10 mg do PC foi utilizado para extração de DNA 

utilizando-se um kit comercial DNeasy blood & tissue kit (69506, Qiagen, Hilden, 

Germany), de acordo com as recomendações do fabricante. O DNA total foi 

quantificado em espectrofotômetro e somente amostras com valor da relação de 

absorbância 260/280 entre 1,8 e 2,0 foram incluídas nas análises subsequentes. 

Para o qPCRs usamos Eppendorf Mastercycler® RealPlex2, SYBR Green PCR 

Master Mix (4309155, Applied Biosystems) e 900 nM de cada primer (sense: 5’-

CCTATTTTACACCAACCCCCAGT-3’; anti-sense:5’-GGGTAGGGGCGTTCTG 

CGAAA-3’) que amplificam um seguimento de 116 bp do mini círculo do 

cinetoplasto (KDNA) da Leishmania spp. (RANASINGHE et al., 2008), no volume 

total de 25 µL. As amostras, em duplicata, foram incubadas a 94°C por 2 minutos 

e então por 40 ciclos de amplificação (94°C por 15 segundos, seguido de 60°C 

por 1 minuto), neste momento onde os dados de fluorescência foram coletados. 

Na sequência, as amostras foram submetidas a uma curva de dissociação (melt 

curve), de 60°C até 95°C, com incremento de 0,5°C a cada 5 segundos. Água 

livre de nucleases foi utilizada como controle negativo da reação. Diluições 

seriadas (desde 1,6x10-1 1,6x108) de DNA de L. infantum foram utilizadas para 

realização de uma curva padrão. 

 



46 

 

 

2.8 Avaliação de níveis de albumina em soro e liquor 

 

  Para analisar a possível quebra de barreiras foram realizados exames 

bioquímicos para avaliar os níveis de proteína total e albumina no soro e LCR de 

18 cães do grupo infectado. O quociente de albumina (AQ; albumin quota) foi 

calculado pela fórmula (
𝑎𝑙𝑏𝑢𝑚𝑖𝑛𝑎 𝐿𝐶𝑅

𝑎𝑙𝑏𝑢𝑚𝑖𝑛𝑎 𝑠𝑜𝑟𝑜
×  100) (SORJONEN, 1987), foram 

considerados positivos valores maiores que 0.64 (GAMA et al., 2007).  

 

 

2.9 Detecção de anticorpos anti-Leishmania em liquor 

 

Devido a restrita quantidade de liquor, foram utilizados 16 cães infectados 

e 3 cães controle para detecção de anticorpos anti-Leishmania. Foi utilizado 

ELISA indireto para determinar a concentração de anticorpos anti-Leishmania de 

acordo com Lima et al. (2003). 

 

 

2.10 Ensaio para detecção das citocinas IL1-β, IL-6, TNF-α e IFN-γ em soro 

e liquor 

 

O liquor e soro  foram centrifugados a 10.000 x g por 15 minutos a 4°C e 

o sobrenadante foi imediatamente armazenado a -80°C. As concentrações de 

TNF-α, IFN-γ, IL-1β e IL-6 foram determinadas nos sobrenadantes do liquor e 

soro dos cães deste estudo por meio de ELISA de captura usando o kit comercial 

Duo SET® Canine TNF-α, Duo SET® Canine IFN-γ e Duo SET® Canine IL-1β 

(R & D System, Minneapolis, EUA). Os ensaios foram realizados de acordo com 

as instruções do fabricante. Para a IL-6, utilizamos o anticorpo monoclonal anti 

cão (mAb) produzido em camundongos (Número de Cat.: MAB16091, R & D 

System, EUA) e anticorpo policlonal anti cão biotinilado produzido em cabra 

(Número de Cat. BAF1609, Sistema R & D, EUA). As placas com 96 poços 
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(Nalgene Nunc International, EUA) foram sensibilizadas com 2µg/ml de mAb e 

com 1ug/ml de anticorpo de detecção, respectivamente. Para a curva padrão foi 

utilizada a IL-6 recombinante canina (Número do Cat.: 1609-CL, R & D System, 

EUA). O ensaio foi desenvolvido com 3,3 ', 5,5'-tetrametilbenzedina - TMB 

(Promega corporation). As placas foram lidas usando um espectrofotômetro 

(Spectra Count, Packard Bio Science Company, EUA) a 450nm. Todas as 

amostras foram medidas em duplicata.  

  

 

2.11 Análise Estatística 

 

Para avaliação da intensidade da inflamação foi utilizado teste de 

Friedman seguido pelo teste de Dunn. Para as correlações foi utilizado teste de 

Spearman. Para diferença entre os grupos foi utilizado teste de Mann- Whitney. 

Para análise das citocinas foi realizada uma curva de quatro parâmetros logístico 

(4-PL) curve-fit. Para as análises de expressão gênica todos os valores foram 

transformados na escala logarítmica de base 10. Para análise estatística 

envolvendo citocinas e quimiocinas, foram utilizados os valores obtidos da 

equação 2-ΔCt no grupo infectado. Foram considerados estatisticamente 

significativos valores de p< 0,05, e foram considerados como evidência de 

tendência estatística quando 0,05<p< 0,1. Todas as análises foram realizadas 

usando-se o software Prism 6 (GraphPad, San Diego, Estados Unidos da 

América). 

 

 

3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Estadiamento Clínico 
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No exame macroscópico observamos que 78,94% (15/19) dos cães 

infectados apresentavam perda de peso, seguido por 68,42% (13/19) com 

alterações em pele como alopecia, hiperqueratose nasal, ulcerações e seborreia, 

63,15% (12/19) com esplenomegalia, 36,84% (7/19) com conjuntivite e 35,29% 

(7/19) com onicogrifose e 35,29% (7/19) com linfadenopatia. 

Nos achados laboratoriais observamos que 84,21% (16/19) dos cães 

infectados apresentaram anemia, 52,63% (10/19) apresentaram linfopenia e 

31,57% (6/19) apresentaram trombocitopenia. Todos os cães infectados 

apresentaram hipoalbuminemia. A azotemia foi evidente em 31,57% (6/19) dos 

cães infectados.  

Todos os cães infectados possuíam anticorpos anti-Leishmania, exceto 

dois cães que foram negativos na sorologia; 15,78% (3/19) com intensidade 

baixa (D.O de 0,27 até 0,4), 42,10% (8/19) com intensidade média (0,4 até 0,81), 

e 31,57 % (6/19) com intensidade alta (acima de 0,81). Todos os cães infectados 

foram confirmados positivos nos exame parasitológico direto e qPCR. Com todos 

esses achados, classificamos 26,31% (5/19) dos cães no estágio I, 52,63% 

(10/19) no estágio II, 15,78% (3/19) no estágio III e 5,26% (1/19) dos cães no 

estágio IV da doença. 

 

 

3.2 Avaliação do infiltrado inflamatório no encéfalo dos cães com LV 

 

A intensidade de inflamação variou de leve a acentuada (Figura 1), A 

porcentagem de acordo com a intensidade em cada área avaliada podem ser 

visualizadas na Tabela 2. Foi observada maior porcentagem de inflamação em 

leptomeninges e PC (Figura 2). Além disso, foi observada congestão em vasos 

89,5% (17/19), manguito perivascular 26,31% (5/19) e hemorragia no 

parênquima cerebral 5,3% (1/19). Foram observadas formas amastigotas da 
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Leishmania infantum chagasi no corte de PC corado por HE de um animal 

(Figura 3). 

 

 

3.3 Expressão gênica de citocinas e quimiocinas no plexo coroide  

 

A expressão gênica das citocinas IL-1β, IL-6, INF-γ e TNF-α, no plexo 

coroide de cães com LV não apresentou diferença estatística quando comparado 

ao grupo controle (Figura 4A). 

A expressão gênica da quimiocina CCL-5 no plexo coroide de cães com 

LV apresentou aumento quando comparado ao grupo controle (p<0.05), 

enquanto a expressão gênica da quimiocina CXCL-10 apresentou tendência no 

aumento (p=0.05) (Figura 4B).  Entretanto não houve diferença estatística na 

expressão gênica da CCL-3 e CCL-4 quando comparado ao grupo controle. 

 

 

3.4 Ensaio para detecção das citocinas IL1-β, IL-6, TNF-α e IFN-γ no soro e 

liquor 

 

As citocinas IL-6 e IFN-γ não foram detectadas no soro e no liquor de cães 

com LV, com exceção da  IL1-β que foi detectada em soro, e o TNF-α em liquor, 

entretanto não houve diferença estatística com o grupo controle. O limite de 

detecção para IL-1β no liquor foi 3,90 pg/mL e 7,81pg/mL no soro, para a IL-6 no 

liquor foi 78,12 pg/mL e 9,7 pg/mL no soro, TNF-α no liquor foi 31,21 pg/mL e 

15,62 pg/mL no soro, para IFN-γ 15,62 pg/mL no liquor e 62,5 pg/mL no soro. 

 

 

3.5 Quantificação de DNA de Leishmania em PC por meio de qPCR  
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A partir da curva padrão de diluições seriadas com DNA de L. infantum foi 

possível quantificar a carga parasitária em PC. A presença de KDNA d L. 

infantum chagasi no PC foi detectado em 38,46 % (5/13) dos cães com LV. A 

reação de amplificação para Leishmania obteve eficiência de 106%, coeficiente 

de determinação (r²) de 0,968 e coeficiente angular de -3,179. A faixa de 

detecção foi de foi de 1 a 27.778 parasitos/10mg de PC.   

 

3.6 Detecção de anticorpos anti-Leishmania em liquor 

 

Foram detectados anticorpos anti–Leishmania em amostras de liquor de 

68,75% (11/16) dos cães infectados com LV. A densidade Optica variou de de 

0,1 a 1,348 (Figura 5 D). 

 

3.7 Avaliação de níveis de albumina em soro e liquor 

  

Na análise de albumina observamos aumento em 77,77 % (14/18) em 

amostra do liquor de cães com LV (Figura 5 A). O QA mostrou-se aumentado em 

72,22% (13/18) dos cães estudados em relação aos relatados em cães 

saudáveis (Figura 5 C). 
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FIGURA 1 - Fotomicrografias representativas da intensidade do infiltrado 
inflamatório mononuclear no encéfalo de cães com LV. (A) 
Infiltrado inflamatório discreto em subepêndima (seta). (B) 
Infiltrado inflamatório moderado em leptomeninges (seta). (C) 
Infiltrado inflamatório acentuado em PC (seta). Hematoxilina e 
Eosina. Barra = 50 µm. 
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 A 
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Tabela 1 – Intensidade de inflamação em diferentes áreas encefálicas de cães 
com LV 

Intensidade de 
inflamação 

Encéfalo 

Leptomeninges (%) Subepêndima (%) Plexo coroide (%) 

- 0,0 42,1 5,3 

+ 21,1 36,8 15,8 

++ 36,8 21,1 47,4 

+++ 42,1 0,0 31,6 

Total 100,0 100,0 100,0 

 -: ausência de infiltrado inflamatório; +: infiltrado inflamatório discreto; ++: infiltrado 
inflamatório moderado; +++ infiltrado inflamatório intenso.  
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FIGURA 2 - Porcentagem de cães com inflamação classificada de acordo com a 
intensidade quando observada nas leptomeninges, subepêndima e 
PC. 
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FIGURA 3 - Formas amastigotas de Leishmania sp em plexo coroide. A) formas 

amastigotas de Leishmania infantum no interior de macrófagos 

(setas) em corte histológico coloração  HE. B) formas amastigostas 

de Leishmania infantum (setas) detectadas por Imunohistoquímica, 

revelado por DAB. Barra 50 µm.  
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FIGURA 4 -  Expressão gênica média relativa de citocinas e quimiocinas em PC 
de cães com leishmaniose visceral. Os valores, na escala 
logarítmica na base 10, indicam quantas vezes (fold change) o 
gene para as citocinas e quimiocinas está mais expresso (valores 
positivos) ou menos expresso (valores negativos) em relação aos 
cães do grupo controle. O fator de normalização foi o gene de 
referência G3PDH e o gene RPL-32 segundo o método do 2-ΔΔCt. * 
Indica P<0.05, ± 0.05<p<0.1 Indica tendência de aumento da 
expressão gênica. 
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FIGURA 5 -  Determinação da concentração de Albumina, quociente de albumina 
em soro e liquor e anticorpos anti-Leishmania em liquor de cães com 
LV. A) albumina em liquor (valor de referência 2600-3300 mg/dL), B) 
albumina em soro (valor de referência <10 mg/dL), C) valor 
estabelecido para quociente de albumina em liquor de cães com LV 
foi <0,64, D) Concentração de anticorpos anti-Leishmania foi <0,309. 
Linha horizontal indica a mediana. Linha pontilhada indica valor de 
referência.  
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4 DISCUSSÃO 

 

 

Na análise histopatológica das amostras do encéfalo dos cães com LV foi 

observado a presença de células inflamatórias mononucleares, localizadas 

principalmente nas leptomeninges das regiões corticais, cerebrais, cerebelares 

e na região subependimária e PC, concordando com os achados de Melo et al. 

(2009) e Oliveira et al. (2017). O SNC em condições normais possui baixo 

número de células inflamatórias (BALLABH et al., 2004), Entretanto, alterações 

inflamatórias no encéfalo de cães com LV tem sido relatadas (IKEDA et al., 2007; 

MELO et al., 2009; MELO; MACHADO, 2011; OLIVEIRA et al., 2017). Não 

observamos correlação entre a intensidade da inflamação no encéfalo com o 

estadiamento clínico dos cães segundo Solano-Gallego et al. (2011), nem 

mesmo quando avaliamos somente os animais classificados como grau I e II, por 

serem grupos com o maior número de animais, diferente dos grupos no grau III 

e IV, sugerindo que cães com LV podem apresentar inflamação no encéfalo 

independente do estadiamento clínico. 

Foram observadas formas amastigotas do parasito no PC de um animal. 

Até onde é de nosso conhecimento, esse é o segundo relato de formas 

amastigotas encontrada no PC de cão com LV (NIETO et al., 1996). De fato, são 

poucos os relatos da presença do parasito no SNC de cães, exceto por formas 

amastigotas em meninges (VIÑUELAS et al., 2001), em medula espinhal 

(MARQUÉZ et al., 2013) e mais recentemente no SNC confirmado por meio de 

imunohistoquímica (OLIVEIRA et al., 2017). Apesar de poucos relatos, a 

Leishmania mostrou-se capaz de atravessar as barreiras encefálicas, sendo o 

PC um possível caminho de entrada do parasito no SNC. 

 Além disso, detectamos a presença de DNA do parasito no PC de 

aproximadamente 38% (5/13) dos cães estudados, sendo que a maior carga 

parasitária foi encontrada na amostra do mesmo cão onde observamos a forma 

amastigota do parasito. O DNA de Leishmania já foi encontrado no encéfalo 
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(CARDINOT et al., 2016; GRANO et al., 2014; MELO et al., 2015), e também em 

liquor de cães com LV (GUIANUZZI et al., 2017).  

O DNA do parasito pode chegar ao estroma do PC por meio de 

fenestrações vasculares e lesões inflamatórias endoteliais (Wolburg e Paulus, 

2010). A presença do DNA da Leishmania no PC pode ativar os receptores Toll-

Like, como o TLRs 2 e 9 encontrado no PC de cães com LV (MELO et al., 2014), 

desencadeando a produção de citocinas e quimiocinas encontrada no encéfalo 

de cães com LV (MELO et al., 2013; MELO et al., 2015). Além disso, observamos 

também a presença de anticorpos anti-Leishmania no liquor de cães com LV, 

concordando com outros autores (GARCIA-ALONSO et al., 2006; GRANO et al.; 

2014; LIMA et al., 2003; MELO et al., 2015). Apesar de não avaliarmos a possível 

produção do anticorpo anti-Leishmania intratecal, estudo recente mostrou que 

anticorpos anti-Leishmania presente no liquor de cães com LV seriam originados 

do sangue periférico (MELO et al., 2015). 

Nesse estudo, observamos aumento na concentração de albumina sérica 

no liquor e consequentemente houve aumento também do quociente de 

albumina em cães com LV acordando com resultados encontrados por Melo et 

al. (2015). A albumina é uma proteína plasmática produzida no fígado, que pode 

ser encontrada em baixa concentrações no liquor. O aumento da concentração 

da albumina no liquor também já foi relatado na disfunção da BHE em cães com 

hipotireoidismo (PANCOTTO et al., 2010) e encefalites causada pelo vírus da 

cinomose (GAMA et al., 2007). 

Tanto a presença de anticorpos anti-Leishmania quanto a albumina foram 

encontrados no liquor, o que comprova a disfunção da BHE em cães com LV 

(MAIA et al., 2015; MELO et al., 2015). Além disso, a presença de células 

inflamatórias no encéfalo também pode estar correlacionada com essa 

disfunção, que pode ser ocasionada por atividade das metaloproteinases (MMP) 

descritas em encéfalo de cães com LV (MACHADO et al., 2010; MELO et al., 

2011; MELO et al., 2012). A ativação de astrócitos e micróglia também têm sido 
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correlacionada com a presença de linfócitos T CD3+ (MELO et al., 2011). A 

produção de quimiocinas após a ativação da micróglia e astrócitos (MELO et al., 

2013) poderia promover a migração celular e as lesões inflamatórias SNC 

(STRACK et al., 2002). 

Nos PC de cães com LV não apresentou diferença estatística na 

expressão gênica de das citocinas IL-1 β, IL-6, TNF-α e IFN-γ quando 

comparado ao grupo controle. Além disso, não detectamos a produção destas 

mesmas citocinas em liquor e soro, com exceção da IL1- β, no soro e TNF- α no 

liquor. Diferentemente, Lima et al. (2007) encontraram aumento da IL-6 em soro 

de cães com LV, mas assim como em nosso estudo, não encontraram TNF-α no 

soro cães. O IFN-γ e a IL-6 também já foram descritos em soro de pacientes com 

LV. A IL-6 em humanos está relacionada com a gravidade da leishmaniose 

visceral. (SANTOS et al., 2016). Nascimento et al. (2013), encontraram aumento 

de IFN-γ em cães que tinham menor carga parasitária. Por outro lado, não 

encontrou diferença estatística na produção de TNF-α entre o grupo infectado e 

o grupo controle. 

Estudos realizados com encéfalo de cães com LV mostraram aumento da 

IL-1 β, IL-6, TNF-α e IFN-γ em cães com LV (MELO et al., 2013). Entretanto, no 

PC de cães com LV não observamos este mesmo padrão de expressão gênica. 

Isso demonstra que não há participação do PC na produção dessas citocinas e 

que as mesmas poderiam ser produzidas por outras células ativadas do SNC 

como micróglia e astrócitos, ausentes no PC.   

Existem também a hipotése de que os estímulos inflamatórios resultantes 

da infecção periférica por Leishmania podem promover alterações no SNC 

(MAIA et al., 2015) e também a da compartimentalização da resposta imune 

durante a LV, onde diferentes órgãos e tecidos produzem uma resposta imune 

específica e distinta, após um mesmo estímulo periférico (ALEXANDRE-PIRES 

et al., 2010; MARQUES et al., 2009; REIS et al., 2009). A resposta do tecido 

nervoso à estímulos inflamatórios periféricos vêm sendo comprovada em 
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estudos como os realizados por Quan et al. (1998) que com introdução peritoneal 

de lipopolissacarídeo (LPS) em camundongos mostraram aumento da expressão 

de citocinas como a IL-1β no encéfalo, sendo que as primeiras regiões a 

apresentarem a expressão dessa citocina foram o PC, os órgãos 

circunventriculares e as leptomeninges. Além disso, LPS intraperitonial em 

camundongos após uma hora mostrou aumento na expressão gênica das 

citocinas IL-1β e TNF-α em PC (MARQUES et al., 2007). Estudos experimentais 

realizados com injeção periférica de IL-1 em camundongos mostraram 

alterações no tecido nervoso, indicando mais uma vez uma comunicação entre 

o SNC e o sistema imune periférico (MURTA et al., 2015). 

Nós observamos aumento da expressão gênica da quimiocina CCL-5 e 

tendência no aumento da CXCL-10. O aumento da expressão gênica da CCL-5 

já foi encontrado em pele com correlação positiva com a carga parasitária 

(MENEZES-SOUZA et al., 2011), baço e encéfalo de cães com LV (MELO et al., 

2015; STRAUSS-AYALI et al., 2007). Por outro lado, a expressão gênica da 

CXCL-10 foi encontrada somente no baço de cães com LV (MELO et al., 2015; 

STRAUSS-AYALI et al., 2007). 

A principal função das quimiocinas é coordenar a migração de leucócitos. 

Além de recrutar monócitos e macrófagos para locais de inflamação, a CCL-5 e 

CXCL10, podem recrutar populações de linfócitos, assim como a CCL-3, 

CXCL13 e CXCL16 (RANSOHOFF et al., 2003). A CCL-5 é expressa em 

distúrbios inflamatórios e degenerativos do SNC em casos de doenças auto 

imunes como encefalites decorrente da esclerose múltipla e encefalite causada 

por vírus da estomatite vesicular (MESQUITA et al., 2016; SANTOS et al., 2005). 

Uma vez que a presença de linfócitos já foi encontrada no encéfalo de cães com 

LV (MELO et al., 2009), o aumento da expressão gênica da CCL-5 e a CXCL-10 

observado em nosso estudo poderia estar relacionado no recrutamento de 

linfócitos para o PC. 
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Além da possível disfunção da BHE, a presença de linfócitos T no PC 

poderia alterar a função de BHL ou favorecer a produção de outros mediadores 

pró-inflamatórios que não foram mensurados neste estudo e que, uma vez 

circulantes no liquor, estimulariam também o fenótipo inflamatório das células 

gliais. 

Quanto a expressão gênica da CCL-3 e CCL-4, não houve diferença 

estatística quando comparado ao grupo controle. Entretanto, essas quimiocinas 

já foram encontradas tanto no baço quanto no encéfalo de cães com LV (MELO 

et al., 2015; STRAUSS-AYALI et al., 2007). Além disso, Menezes-Souza et al. 

(2011), encontraram aumento da expressão gênica da CCL-4 em pele de cães 

com LV com correlação positiva com a carga parasitária.  

No presente estudo, podemos concluir que cães com LV apresentam 

leptomeningite e plexo coroidite independente do estadiamento clínico do 

animal. Comprovamos a disfunção da BHE pela presença de anticorpos anti-

Leishmania e albumina no liquor. Também observamos a presença de DNA do 

parasito, além da observação da forma amastigota em corte histológico do PC 

de um animal mostrando assim que o PC é uma possível porta de entrada do 

parasito no SNC. Além disso, observamos aumento da expressão gênica 

quimiocina CCL-5 e tendência no aumento da CXCL-10 que podem estar 

favorecendo a entrada de células inflamatórias no PC de cães com LV. Estudos 

futuros serão necessários para avaliar a produção das quimiocinas que 

apresentaram aumento na expressão gênica no PC de cães com LV.  
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CAPÍTULO 3 – IMPLICAÇÕES 
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CAPÍTULO 3 – IMPLICAÇÕES 

 

 

Desde 2011 tenho participado de inúmeros trabalhos com objetivo de 

compreender a fisiopatogenia da infecção periférica por Leishmania spp. e as 

lesões observadas no encéfalo. Dessa maneira, o presente estudo foi continuação 

de estudos anteriores onde observou-se aumento na expressão gênica de citocinas 

e quimiocinas pró-inflamatórias no encéfalo de cães com LV e disfunção da BHE.  

 

Avaliando todos os resultados apresentados nesta tese podemos concluir 

que: 

 

 Cães com LV apresentam infiltrado inflamatório constituído por células 

mononucleares principalmente em leptomeninges e PC, sem correlação com 

estadiamento clínico do animal. 

 O PC pode ser uma importante porta de entrada da Leishmania para o 

SNC uma vez que encontrarmos formas amastigotas nesse tecido. Além disso o 

DNA de Leishmania encontrado também no PC poderia estar desencadeando 

resposta imunológica específica no SNC. 

  Com a presença de anticorpos anti-Leishmania no liquor, além da 

presença elevada de albumina e do aumento do quociente de albumina, 

podemos concluir que há aumento da permeabilidade da BHE cães com LV. 

 O aumento de expressão gênica da quimiocina CCL-5 e tendência no 

aumento da expressão gênica da CXCL-10 no PC de cães com LV, mostram que 

essas quimiocinas podem estar envolvidas na quimiotaxia de células 

inflamatórias encontradas no PC de cães com LV.  Ao contrário da CCL-3 e CCL-

4 que a expressão gênica no PC não apresentou diferença com o grupo controle. 
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 PC mostrou-se não participar ativamente no aumento de citocinas como 

IL-1 β, IL-6, TNF-α e IFN-γ em cães com LV. Isto indica que essas citocinas, já 

observadas no encéfalo previamente, poderiam estar sendo produzidas em 

outras áreas encefálicas, e não no PC. Essas citocinas poderia estar sendo 

produzidas por outras células do encéfalo como astrócitos e micróglia, que 

podem ser estimuladas por mediadores inflamatórios da resposta periférica.   

 Não foi detectada a produção de citocinas como IL-1 β, IL-6, TNF-α e IFN-γ 

no soro e no liquor tanto de cães saudáveis como de cães infectados. A ausência 

de detecção dessas citocinas nesse tipo de amostra pode ser devido a elas 

estarem em baixa concentrações ou até mesmo na baixa sensibilidade do 

método utilizado nesse estudo.  

 


