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RELAÇÃO DA EXPRESSÃO DO TLR-2, DA ENZIMA iNOS, DAS 
CITOCINAS IL-10, TNF-α E TGF-β COM A CARGA PARASITÁRIA DA PELE 

DE CÃES NATURALMENTE ACOMETIDOS POR LEISHMANIOSE 
VISCERAL 

 

RESUMO – A progressão da leishmaniose visceral canina (LVC) depende do 

perfil da resposta imune, sendo que a imunidade celular efetiva está 

relacionada à predominância de citocinas Th1, como o TNF-α, e o 

desenvolvimento da doença está mais relacionado à resposta imune humoral 

exacerbada, com predominância de citocinas Th2, como a IL-10 e o TGF-β. O 

TLR-2, por sua vez, é um receptor da imunidade inata que tem importante 

papel na leishmaniose visceral por participar na indução da produção de 

citocinas e ativação da iNOS. Para entender como a pele pode se tornar um 

microambiente permissivo à multiplicação do parasita, a expressão dos genes 

que codificam o TLR-2, a enzima iNOS e as citocinas IL-10, TNF-α e TGF-β foi 

avaliada na pele de cães naturalmente acometidos por LVC e relacionada à 

carga parasitária deste tecido, em comparação a cães não infectados. 

Observou-se que a pele de cães naturalmente acometidos por leishmaniose 

visceral apresenta perfil misto Th1/Th2 de resposta imune, com aumento da 

expressão do TLR-2, da IL-10 e do TNF-α, aumento este que se correlaciona 

com o aumento da carga parasitária neste tecido, atribuindo a estes 

mediadores um papel importante na patogênese da LVC. 

 

Palavras-chave: carga parasitária, expressão gênica, leishmaniose visceral 

canina, receptor do tipo Toll 2 

 

 

 



RELATIONSHIP BETWEEN THE EXPRESSION OF TLR-2, iNOS ENZYME, 
IL-10, TNF-α AND TGF-β CYTOKINES AND THE SKIN PARASITE LOAD OF 

DOGS NATURALLY AFFECTED BY VISCERAL LEISHMANIASIS 

 

SUMMARY – The progression of the canine visceral leishmaniasis (CVL) is 

related to the immune response profile. The effective cellular immunity is related 

to the predominance of Th1 cytokines such as TNF-α and the disease is related 

to an exacerbated humoral immune response, with the predominance of Th2 

cytokines such as IL-10 and TGF-β. TLR-2 is an important receptor of the 

innate immunity involved in the induction of the cytokines production and the 

activation of iNOS in visceral leishmaniasis. To understand how the skin may 

become a permissive microenvironment for the multiplication of this parasite, 

the expression of genes encoding to TLR-2, to the iNOS enzyme and to the 

cytokines IL-10, TNF-α and TGF-β was evaluated in skin of dogs naturally 

affected by CVL and were then was related to the parasite load of this tissue. 

We observed that the skin of dogs naturally affected by visceral leishmaniasis 

has a mixed Th1/Th2 immune response profile, with an increased expression of 

TLR-2, IL-10 and TNF-α that correlates to the increasing of the parasitic load in 

this tissue, giving these mediators an important role in the pathogenesis of CVL. 

 

Keywords: canine visceral leishmaniasis, gene expression, immune response, 

parasitic load, Toll like receptor 2 
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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

As leishmanioses são um grupo doenças causadas por protozoários 

digenéticos pertencentes à ordem Kinetoplastida, família Tripanosomatidae, 

gênero Leishmania, os quais têm o seu ciclo de vida alternado entre 

hospedeiros vertebrados e invertebrados (DESJEUX, 2004; LAINSON; SHAW, 

1987). 

Sua ocorrência abrange 88 países podendo apresentar-se com 

diferentes manifestações clínicas, geralmente divididas em leishmaniose muco-

cutânea (LMC), leishmaniose cutânea difusa (LCD), leishmaniose cutânea 

(LC), geralmente menos agressiva; e a leishmaniose visceral (LV), forma mais 

grave da doença (DESJEUX, 2004; MURRAY et al., 2005).  

A leishmaniose visceral é uma zoonose de evolução crônica que se 

apresenta como uma das principais endemias causadas por parasitas, sendo 

considerada um importante problema de saúde pública por sua incidência e 

alta letalidade quando associados a indivíduos que não recebem tratamento, 

crianças com má nutrição ou indivíduos portadores de HIV (BRASIL, 2006; 

DESJEUX, 2004). As manifestações clínicas da LV, em geral decorrentes de 

alterações do fígado, baço e órgãos linfoides, resultam em febre, perda de 

peso, hepato e esplenomegalia (FREITAS; PINHEIRO, 2010).  

A LV ocorre em 65 países, sendo que 90% dos casos ocorrem em 

populações rurais de baixa renda e áreas suburbanas de 5 países: 

Bangladesh, Índia, Nepal, Sudão e Brasil (DESJEUX, 2004). Uma incidência de 

500.000 casos humanos de LV tem sido estimada anualmente sendo que 350 

milhões de pessoas estão em áreas de risco (DESJEUX, 1996).  

Nas Américas o principal agente etiológico da LV é o protozoário 

Leishmania chagasi (CUNHA; CHAGAS, 1937; LAISON; SHAW, 1987), 

atualmente denominada Leishmania (L.) infantum chagasi, devido sua 
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similaridade com L. (L.) infantum (MAURÍCIO et al., 2000).  A LV ocorre em 

pelo menos 12 países da América Latina. No Brasil a LV ocorre nas cinco 

regiões, incluindo a região Sul do país, de ocorrência mais recente (BRASIL, 

2011a), demonstrando sua capacidade de expansão e adaptação.  

O processo de expansão e urbanização da LV no Brasil vem ocorrendo 

desde a década de 80, estando associado aos constantes desmatamentos, ao 

crescimento urbano desordenado e aos processos migratórios, incluindo à 

migração de casos humanos e de cães infectados para cidades de grande e 

médio porte. Assim, o ciclo de transmissão antes considerado essencialmente 

de áreas rurais, demonstrou adaptação ao ambiente urbano (GONTIJO; MELO, 

2004; MENDES et al., 2000), resultando em novo perfil epidemiológico desta 

zoonose. 

No Brasil, os principais vetores da Leishmania infantum chagasi, são os 

flebotomíneos da espécie Lutzomyia longipalpis (LAINSON; RANGEL, 2005). 

Durante o repasto sanguíneo, as fêmeas infectadas inoculam as formas 

promastigotas metacíclicas (infectantes) do parasita na pele do hospedeiro 

vertebrado, as quais são fagocitadas por macrófagos sendo, em seguida, 

diferenciadas em amastigotas (formas intracelular obrigatória) no hospedeiro 

vertebrado (HANDMAN; BULLEN, 2002) sendo distribuídos aos órgãos alvos, 

como linfonodo, medula óssea, baço e fígado (ALVAR et al., 2004; 

PAPADOGIANNAKIS; KOUTINAS, 2015; REIS et al., 2006). Assim, o ciclo 

biológico do protozoário recomeça com um flebotomíneo não infectado se 

alimentando no hospedeiro infectado, adquirindo as formas amastigotas, as 

quais se transformam em promastigotas no trato digestório do inseto vetor, 

tornando-o capaz de infectar outros mamíferos (KILLICK-KENDRICK, 1990). 

 

Reservatório canino da leishmaniose visceral 

Nas Américas, os principais reservatórios da LV são os canídeos 

domésticos e silvestres, sendo também relatada a infecção de L. infantum 
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chagasi em gatos (Felis catus), canídeos silvestres (Cerdocyon thous, 

Lycalopex vetulus), marsupiais (Didelphis marsupialis, D. albiventris) e 

roedores (Proechymis oris) (DANTAS-TORRES; BRANDÃO-FILHO, 2006).  

Devido à alta prevalência da leishmaniose visceral em cães domésticos 

(Canis familiaris), associada ao processo de urbanização e à incidência de LV 

em humanos (HARHAY et al., 2011), o cão é considerado o principal 

reservatório urbano, representando importante papel na epidemiologia da 

doença por participar da manutenção do ciclo do parasito e atender às 

condições necessárias para o desenvolvimento da L. infantum chagasi (ALVAR 

et al., 2004). 

Uma vez infectados, os cães podem se apresentar clinicamente como 

doentes ou assintomáticos, de acordo com a presença ou ausência de sinais 

clínicos e/ou alterações clinicopatológicas, respectivamente (SOLANO-

GALLEGO et al., 2009). Os sinais clínicos podem variar amplamente na 

leishmaniose visceral canina (LVC) sendo as lesões na pele (dermatite 

esfoliativa, úlceras cutâneas e alopecia), onicogrifose, linfoadenopatia, 

hiperqueratose nasal e digital, anemia, perda de peso progressiva, atrofia 

muscular generalizada, diminuição do apetite, letargia, esplenomegalia, lesões 

oculares (uveíte, conjuntivite, ceratoconjuntivite seca, blefarite) e epistaxe, os 

mais frequentemente observados (ALVAR, 2004; BANETH et al., 2008; 

CIARAMELLA et al., 1997). 

Em áreas endêmicas, a prevalência de LVC é maior em cães 

assintomáticos (BANETH et al., 2008; SOLANO-GALLEGO et al., 2001). Além 

disto, os cães assintomáticos são capazes de transmitir a L. infantum chagasi 

aos flebotomíneos (LAURENTI et al., 2013), reforçando seu papel na 

disseminação da doença.  

Diferentes métodos diagnósticos têm sido utilizados na LVC como o 

exame parasitológico de punção biopsia aspirativa de medula óssea, linfonodo, 

baço, fígado, pele ou sangue, testes sorológicos como a fixação de 
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complemento, a reação de imuno-histoquímica (IHQ), a reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI), ensaio imunoenzimático (ELISA) e técnicas 

moleculares como a amplificação de DNA pela reação em cadeia pela 

polimerase (PCR) (LAURENTI, 2009; PEREIRA-CHIOCCOLA, 2009).  

As medidas de controle da LV adotadas no Brasil são baseadas na 

detecção e tratamento precoces dos casos humanos, na diminuição da 

densidade do vetor por meio de manejo ambiental e uso de inseticidas e no 

diagnóstico e eliminação dos cães sorologicamente positivos (BRASIL, 2006), 

visto seu potencial de transmissão da LV. A eutanásia é a medida de controle 

mais controversa, não somente pelo aspecto de proteção da vida animal, como 

pela sua efetividade em diminuir a incidência de LV em humanos (COSTA, 

2011; COURTENAY et al., 2002). Contribuem para o limitado sucesso da 

eliminação do reservatório canino o método diagnóstico utilizado, o longo 

período de tempo entre diagnóstico e eliminação dos cães positivos e a própria 

implementação desta medida (GRIMALDI et al., 2012; REITHINGER et al., 

2002).  

Como forma de diminuir a influência destes fatores os inquéritos 

sorológicos têm sido realizados por meio do teste rápido “Dual Path Platform- 

DPP” (Bio-Manguinhos®) para triagem dos cães e subsequente confirmação 

dos cães positivos, por meio do teste de EIE-ELISA (Bio-Manguinhos®) 

(BRASIL, 2011b). O DPP tem como vantagem a maior praticidade de execução 

e o uso de antígeno mais específico.  

 

Resposta Imune na leishmaniose visceral 

 

Mecanismos complexos estão envolvidos na capacidade das espécies 

de Leishmania em invadir e sobreviver dentro das células do hospedeiro, com a 

participação do parasita e de componentes da superfície de células do 
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hospedeiro (GUERRA et al., 2010). Uma resposta inflamatória inicial eficiente 

contra o parasita pode ser influenciada pela ativação dos receptores de 

reconhecimento padrão (PRRs – “pattern recognition receptors”) que são 

capazes de reconhecer padrões moleculares associados ao patógeno   

(PAMPs – “pathogen-associated molecular patterns”). 

Uma das principais funções de PRRs é sinalizar para a célula 

apresentadora de antígeno, ativando vários fatores de transcrição que são 

capazes de desencadear a produção e libertação de determinadas citocinas e 

quimiocinas, os quais determinam a natureza da resposta imune adquirida 

direcionada contra o patógeno que estimulou o PRRs (MERCIER et al., 2012; 

TUON et al., 2012). 

Um dos mais importantes PRRs são os receptores do tipo Toll (TLRs 

“Toll like receptos”), família de proteínas do sistema imune inato, conservadas 

e expressas em vários tipos de células que participam da ativação da resposta 

imune contra agentes infecciosos, constituindo-se em um dos primeiros 

sistemas de defesa contra a Leishmania spp. (BAZZOCCHI et al., 2005; TUON 

et al., 2008; TUON et al., 2012), podendo levar à produção de óxido nítrico 

(NO) e de espécies reativas de oxigênio (ROS) (KAVOOSI et al., 2010). 

O reconhecimento do PAMP por um receptor TLR geralmente é 

associado a diversos fenômenos incluindo a fagocitose, a atividade microbicida 

dos fagossomos e a ativação de fatores de transcrição capazes de 

desencadear a produção de citocinas pró-inflamatória e anti-inflamatórias 

(SINGH et al., 2012; TUON et al., 2012). Assim, a avaliação destas citocinas é 

importante para determinar os efeitos da ativação dos TLRs durante a 

leishmaniose (FIGUEIREDO et al., 2013). 

Um candidato ao PAMP para os TLRs é o lipofosfoglicano (LPG), 

glicolipídeo encontrado em maior quantidade na superfície de promastigotas de 

Leishmania (HANDMAN; BULLEN, 2002; MCCONVILLE et al., 1995). Em 

estudo realizado por De Veer et al. (2003) observou-se que, na interação do 
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LPG com os TLRs, somente o TLR-2 foi capaz de promover as reações 

intracelulares responsáveis pela produção de citocinas da resposta imune 

inata, além de aumentar a produção de IFN-γ, TNF-α (TUON et al., 2008), 

confirmando assim a importância do TLR-2 na leishmaniose. 

Outros estudos descreveram o potencial papel efetor antiparasita do 

TLR-2 em modelos experimentais de leishmaniose (TUON et al., 2008; 

GUERRA et al., 2010; KAVOOSI et al., 2010) porém, os padrões  de expressão 

deste receptor em cães têm sido pouco investigados (AMORIM et al., 2011; 

BAZZOCCHI et al., 2005).  

Em modelo experimental, o aumento de TLR-2 foi detectado em baço de 

camundongos infectados com L. chagasi, na fase aguda da doença, estando 

correlacionado com maior parasitismo e altos níveis de citocinas e óxido nítrico 

(CEZÁRIO et al., 2011). Neste estudo, os autores citam que a maior expressão 

do TLR-2 no pico do parasitismo possa ter sido decorrente da modulação da 

expressão destes receptores pelo parasita e/ou citocinas (CEZÁRIO et al., 

2011). 

Evidências de que TLR-2 desempenha um papel importante durante a 

LVC e na compartimentalização da resposta imunitária também foi observado 

por Melo et al. (2014) em cérebro, baço e linfonodo de cães infectados, com 

regulação positiva do TLR-2.  

Além deste papel, o TLR-2 induz, por meio do fator de transcrição, a 

transdução do sinal que pode levar a produção de NO (GATTO et al., 2015; 

KAVOOSI et al., 2010), um dos principais mecanismos efetores para a morte 

da Leishmania, tanto in vivo quanto in vitro (BOGDAN, 2001; SISTO et al., 

2001). 

Em macrófagos ativados, o NO é produzido pela isoforma do tipo 2 da 

enzima óxido nítrico síntase (NOS2), também conhecida como óxido nítrico 

síntase induzível (iNOS), o qual resulta em maior produção de NO (WILKINS-

RODRÍGUEZ et al., 2010).  
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Apesar da importância do NO na leishmaniose, sua medição direta ainda 

é um desafio devido à sua baixa concentração e tempo de vida curto 

(KIECHLE; MALINSKI, 1993). Portanto, métodos indiretos de medições de NO, 

como a expressão da enzima iNOS por imuno-histoquímica (SANCHES et al., 

2014; ZAFRA et al., 2008) e por meio da RT-qPCR (AREVALO et al., 2002; 

KAIM et al., 2006) e estimativa dos níveis de nitrato/nitrito, têm sido utilizados.  

Numerosas citocinas e produtos microbianos atuam muitas vezes em 

sinergia para estimular a ativação e expressão de iNOS (MACMICKING et al., 

1997). Assim, a indução da iNOS pode ser regulada pela produção de citocinas 

como IFN-γ e TNF-α (SANTOS et al., 2011). Em modelo murino, a produção de 

NO é induzida ao nível da transcrição de várias citocinas, em particular, por 

IFN-ɣ, que atua de forma sinérgica com o TNF-α e alguns produtos 

bacterianos, tais como LPS, enquanto que o TGF-β, e IL-10 tem um efeito 

inibidor (BOGDAN et al., 2001; MACMICKING et al., 1997). Um perfil misto de 

expressão de iNOS, de TNF-α, de TGF-β e IL-10 tem sido observados em 

linfonodos de cães assintomáticos (MAIA; CAMPINO, 2012).  

Porém, para escapar dos efeitos microbicidas como os do óxido nítrico, 

as leishmânias utilizam alguns mecanismos para garantir sua sobrevivência 

nas células do hospedeiro. Um aumento da atividade da arginase tem sido 

detectado em sítios da infecção na leishmaniose visceral humana (ABEBE et 

al., 2013). Como esta enzima compete com a iNOS na utilização de L-arginina 

como substrato, sua presença pode prejudicar a produção de NO.  

A pele é a primeira barreira do sistema imunológico e o primeiro local de 

contato do cão com a Leishmania durante o repasto sanguíneo de vetor 

infectado (MAIA; CAMPINO, 2012). Assim, a resposta imune contra a infecção 

por Leishmania é iniciada na pele, no local da inoculação do parasito, por 

células fagocitárias como as células dendríticas (CDs ou células de 

Langerhans) e macrófagos (RITTIG; BOGDAN, 2000) e pelos linfócitos T 

(MAIA; CAMPINO, 2012). A predominância de infiltrado de macrófagos em 
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biopsias de pele de cães infectados com LV tem sido associada à maior carga 

parasitária durante a avaliação histopatológica, seguida pela presença de 

linfócitos e plasmócitos (REIS et al., 2009). Os macrófagos atuam como células 

apresentadoras de antígenos e células produtoras de citocinas, além de serem 

células alvo na multiplicação do parasito (FREITAS; PINHEIRO, 2010).  

A apresentação de antígenos feita pelos macrófagos aos linfócitos 

TCD4+ estimula a produção de interleucinas, os quais podem desenvolver o 

perfil Th1, com predominância de linfócitos T auxiliares do tipo 1 (“T helper 1”) 

ou Th2, com predominância de linfócitos tipo 2 (“T helper 2") (ALEXANDER; 

BRYSON, 2005).  

Na LVC, a indução da resposta imune do tipo Th1 tem sido relacionada 

aos cães assintomáticos e oligossintomáticos, sendo mediada por citocinas 

pró-inflamatórias como IL-2, IFN-γ e TNF-α e resultando em imunidade celular 

protetora específica, associada a baixos títulos de anticorpos anti-Leishmania 

(PINELLI et al., 1994; REIS et al., 2006). 

Já nos cães sintomáticos, o perfil Th2 tem sido observado, com indução 

da síntese de citocinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 e TGF-β, ocorrendo 

assim à proliferação de linfócitos B e produção de anticorpos (BARBIÉRI, 2006; 

MARTÍNEZ-MORENO et al., 1995; REIS et al., 2009; SANTOS-GOMES et al., 

2002; STRAUSS-AYALI et al., 2005).  

Um equilíbrio na produção de citocinas do tipo Th1 e Th2 têm sido 

sugerido na LVC, com ligeira tendência para um ou outro perfil de resposta 

(CHAMIZO et al., 2001; 2005; LAGE et al., 2007; PINELLI et al., 1994, 1999; 

SANTOS-GOMES et al., 2002). O predomínio nos níveis de IL-10 relacionado 

com a progressão da doença e aumento da carga parasitária sugere um papel 

imunomodulador da resposta Th1 para esta citocina, além de inibir a atividade 

microbicida dos macrófagos infectados (LAGE et al., 2007). Porém, estudo 

realizado por Menezes-Souza et al. (2011) mostra que, em cães assintomáticos 

ou em cães com baixo parasitismo na pele, um misto do perfil de resposta 
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imune inflamatória e resposta reguladora é importante tanto para a manutenção 

do estado clínico dos cães, quanto para a replicação do parasita em níveis 

baixos. Além dos linfócitos Th2, têm sido sugerido que os linfócitos T 

regulatórios (Treg) tem um papel importante na produção de citocinas 

supressoras como TGF-β e IL-10 (CAMPANELLI et al., 2006; GANTT et al., 

2003; ZHU; PAUL, 2010), participando na modulação da resposta imune. Um 

aumento na produção de IL-10 por células Treg foi observado em cães 

infectados por Leishmania spp. ainda que não tenha sido associado com a 

carga parasitária (SILVA et al., 2014).  

A avaliação do perfil de resposta Th1 e Th2 em diferentes tecidos e 

órgãos de cães infectados é importante para auxiliar no entendimento dos 

mecanismos do sistema imune induzidos pela infecção (MAIA; CAMPINO et al., 

2012). Ao avaliar o perfil de citocinas por qPCR em linfonodos de cães com 

leishmaniose, Alves et al. (2009) observaram maiores níveis de IFN-ɣ e TNF-α 

além de menor carga parasitária no grupo de cães assintomáticos, sendo que 

os cães sintomáticos tiveram maior parasitismo e uma maior expressão de 

citocinas reguladoras como IL-10 e TGF-β. Menezes-Souza et al. (2011) 

observaram que cães naturalmente infectados com L. chagasi e assintomáticos 

expressaram maior nível de IFN-ɣ e de TNF-α na pele, enquanto que os cães 

com alto parasitismo na pele expressaram maior nível de IL-10 e TGF-β, 

sugerindo que o aumento dessas citocinas imunoreguladoras pode levar à 

manutenção da multiplicação do parasita. 

A progressão e a gravidade da LVC dependem da complexa interação 

entre o cão e o protozoário. Em última instância, depende da capacidade dos 

macrófagos em destruírem a Leishmania de forma efetiva (SANTOS-GOMES 

et al., 2002). Portanto, os mecanismos envolvidos na resposta imune da pele 

de cães acometidos por LV, porta de entrada e via de eliminação do parasita 

tornam-se alvos importantes para o melhor entendimento desta doença.  
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Assim, o objetivo do presente estudo foi determinar a expressão gênica 

de componentes da resposta imune como o receptor TLR-2 e a enzima iNOS, 

além da citocina pró-inflamatória TNF- e das citocinas anti-inflamatórias IL-10 

e TGF-  e sua relação com a carga parasitária da pele de cães acometidos 

por LV.  
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CAPÍTULO 2 - RELAÇÃO DA EXPRESSÃO DO TLR-2, DA ENZIMA INOS, 
DAS CITOCINAS IL-10, TNF-α E TGF-β COM A CARGA PARASITÁRIA DA 

PELE DE CÃES NATURALMENTE ACOMETIDOS POR LEISHMANIOSE 
VISCERAL 

RESUMO - A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose de evolução crônica 

que tem o cão como o principal reservatório urbano. A progressão da 

leishmaniose visceral no cão está relacionada ao perfil de sua resposta imune, 

podendo apresentar imunidade celular efetiva, com predominância de citocinas 

Th1 como o TNF-α, ou resposta imune humoral exacerbada, com 

predominância de citocinas Th2, como a IL-10 e o TGF-β. O TLR-2 é um dos 

receptores importantes na resposta imune por participar na indução da 

produção de citocinas e consequente ativação da enzima iNOS. Para entender 

como a pele pode se tornar um microambiente permissivo à multiplicação do 

parasita, a expressão dos genes que codificam o TLR-2, a enzima iNOS e as 

citocinas IL-10, TNF-α e TGF-β foi avaliada, por RT-qPCR, na pele de 29 cães 

acometidos por LV e de oito cães não infectados. A expressão de cada gene foi 

relacionada à carga parasitária avaliada por qPCR. Houve maior expressão 

relativa de todos os genes avaliados nos cães infectados em relação aos cães 

controles, sendo observado diferença estatisticamente significante entre o 

aumento da carga parasitária e a expressão da IL-10 (p=0,007), do TNF-α 

(p=0,031) e TLR-2 (p= 0,0003). Observou-se correlação positiva entre o 

aumento da carga parasitária e a expressão do receptor TLR-2 (r=0,625) bem 

como para as citocinas IL-10 (r=0,489) e TNF-α (r=0,401). A pele de cães 

naturalmente acometidos por LV apresenta perfil misto de resposta imune 

Th1/Th2, com aumento da expressão do TLR-2, da IL-10 e do TNF-α, 

conferindo a estes componentes inflamatórios da pele um papel importante na 

patogênese da LVC. 

Palavras-chave: carga parasitária, expressão gênica, leishmaniose visceral 

canina, PCR em tempo real, receptor do tipo Toll 2, resposta imune 
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RELATIONSHIP BETEWEEN THE EXPRESSION OF TLR-2, iNOS ENZYME, 
IL-10, TNF-α AND TGF-β CYTOKINES AND THE SKIN PARASITE LOAD 

OF DOGS NATURALLY AFFECTED BY VISCERAL LEISHMANIASIS 

 

SUMMARY – Visceral leishmaniasis (VL) is a chronic zoonotic disease that has 

the dog as its main urban reservoir. Progression of visceral leishmaniasis in 

dogs is related to the profile of their immune response that can be an effective 

cellular immunity with predominance of Th1 cytokines such as TNF-α, or an 

exacerbated humoral immune response, mainly with Th2 cytokines such as IL-

10 and TGF-β. The TLR-2 is an important receptor of the adaptive immune 

response involved in the induction of cytokine production and subsequent 

activation of the iNOS enzyme. To understand how the skin may become a 

permissive microenvironment for the multiplication of this parasite, the 

expression of genes encoding to TLR-2, to the iNOS enzyme and to the IL-10, 

TNF-α and TGF-β cytokines was evaluated by RT-qPCR in the skin from 29 VL 

affected dogs and eight uninfected dogs. The expression of each gene was 

related to its parasitic load measured by qPCR. There was a higher relative 

expression of all evaluated genes in affected dogs compared to the control 

dogs. Statistically significant difference between the increase of the parasitic 

load and IL-10 (p = 0.007), TNF-α (p = 0.031) and TLR-2 (p = 0.0003). There 

was a positive correlation between the parasite load increase and the 

expression of TLR-2 receptor (r=0.625) as well as IL-10 (r=0.489) and TNF-α 

(r=0.401) cytokines. The skin of dogs naturally affected by VL presents a mixed 

Th1/Th2 immune response profile, with an increased expression of TLR-2, IL-10 

and TNF-α, giving these inflammatory components an important role in the 

pathogenesis of CVL. 

 

Key-words: canine visceral leishmaniasis, immune response, gene expression, 

Toll like receptor 2, parasite load, real-time PCR 
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INTRODUÇÃO 

            

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose causada por protozoário 

digenético pertencente à ordem Kinetoplastida, família Tripanosomatidae, 

gênero Leishmania o qual tem o seu ciclo de vida alternado entre hospedeiros 

vertebrados e invertebrados (DESJEUX, 2004; LAINSON; SHAW, 1987). 

No Brasil, os principais vetores da Leishmania infantum chagasi, 

protozoário que causa a LV, são os flebotomíneos da espécie Lutzomyia 

longipalpis (LAINSON; RANGEL, 2005).  

Devido à alta prevalência da leishmaniose visceral canina (LVC), 

associada ao processo de urbanização e à incidência de LV em humanos 

(HARHAY et al., 2011), o cão doméstico (Canis familiaris) tem sido considerado 

o principal reservatório urbano, sendo fundamental para a manutenção do ciclo 

do parasito neste cenário (ALVAR et al., 2004). 

A progressão e gravidade da doença na LVC estão relacionadas a 

diversos fatores como a infectividade do parasita e fatores imunogenéticos do 

hospedeiro (PAPADOGIANNAKIS; KOUTINAS, 2015). Cães que não 

desenvolvem a doença clínica apresentam imunidade celular efetiva, com perfil 

Th1 mediado pelas citocinas pró-inflamatórias como a IL-2, o IFN-γ e o TNF-α, 

enquanto que cães doentes apresentam resposta imune humoral exacerbada 

com proliferação de linfócitos B e produção de anticorpos e perfil Th2 

predominante, com citocinas como a IL-10 e o TGF-β (ALVES et al.,2009; 

BARBIÉRI, 2006; CARRILLO et al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2013; 

MARTÍNEZ-MORENO et al., 1995; MENEZES-SOUZA et al., 2011; REIS et al., 

2006; REIS et al., 2009; SANTOS-GOMES et al., 2002; STRAUSS-AYALI et 

al., 2005).  

Uma resposta inflamatória inicial eficiente contra o parasita pode ser 

influenciada pela ativação de receptores de reconhecimento padrão (PRRs -
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“pattern recognition receptors”). Um dos mais importantes PRRs são os 

receptores do tipo Toll (TLRs – “Toll like receptors”), proteínas do sistema 

imune inato que são reguladores da resposta imune contra vários patógenos e 

se constituem num dos primeiros sistemas de defesa contra a Leishmania spp. 

(BAZZOCCHI et al., 2005; TUON et al., 2008; TUON et al., 2012).  

Os TLRs são capazes de reconhecer padrões moleculares associados 

ao patógeno (PAMPs – “pathogen-associated molecular patterns”), ativando 

fatores de transcrição capazes de desencadear a produção de citocinas e 

quimiocinas (TUON et al., 2012). O lipofosfoglicano (LPG), presente na 

superfície de promastigotas de Leishmania spp. (MCCONVILLE et al., 1995), 

constitui-se em PAMP para o TLR-2 (DE VEER et al., 2003), resultando em 

reações intracelulares responsáveis pela produção de citocinas pró-

inflamatórias e anti-inflamatórias (BECKER et al., 2003; SINGH et al., 2012; 

TUON et al., 2008). 

Alguns autores descreveram o potencial papel efetor anti-Leishmania do 

TLR-2 em modelos experimentais (CEZÁRIO et al., 2011; GUERRA et al., 

2010; KAVOOSI et al., 2010; TUON et al., 2008), bem como os padrões de 

expressão deste receptor em cães naturalmente acometidos por LV (AMORIM 

et al., 2011; ESTEVE et al., 2015; FIGUEIREDO et al., 2013; MELO et al., 

2014). Uma maior expressão do TLR-2 foi relacionada à menor carga 

parasitária na pele de cães naturalmente infectados bem como à ausência de 

infectividade ao vetor (AMORIM et al., 2011). 

O TLR-2 induz, por meio do fator de transcrição, a transdução do sinal 

que pode levar à produção de óxido nítrico (NO) (GATTO et al., 2015; 

KAVOOSI et al., 2010), um dos principais mecanismos efetores para a morte 

da Leishmania (BOGDAN, 2001; SISTO et al., 2001; ZAFRA et al., 2008). Em 

macrófagos ativados, o NO é produzido pela enzima óxido nítrico síntase 

induzível (iNOS) (WILKINS-RODRÍGUEZ et al., 2010). A indução da iNOS 

pode ser regulada pela produção de citocinas como o IFN-γ e o TNF-α 
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(MACMICKING et al., 1997; PANARO et al., 2001; SANTOS et al., 2011; 

SISTO et al., 2001), e por alguns produtos bacterianos como 

lipopolissacarídeos (LPS) (SISTO et al., 2001), enquanto que o TGF-β e IL-10 

parecem ter efeito inibidor para esta enzima (BOGDAN et al., 2001; 

MACMICKING et al., 1997). 

Tem sido demonstrado que a IL-10 parece ser capaz de aumentar a 

expressão de arginase (CORRALIZA et al., 1995; MODOLELL et al., 1995). 

Além disso, aumento da atividade da arginase foi detectado em sítios da 

infecção na leishmaniose visceral humana (ABEBE et al., 2013), prejudicando a 

produção de NO pela limitação do substrato L-arginina e, consequentemente, 

favorecendo a replicação da Leishmania spp.   

Um perfil imunorregulador predominante caracterizado por aumento da 

expressão de IL10 e TGF-β foi observado na pele de cães com alto 

parasitismo, tendo sido correlacionado com o aumento da carga parasitária 

(MENEZES-SOUZA et al., 2011). 

A IL-10, principal citocina imunossupressora, que além de inibir da 

atividade microbicida dos macrófagos infectados, inibe a ativação da iNOS 

(MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997), parece contribuir significativamente para 

a manutenção na LV estando relacionada à progressão da doença e ao 

aumento da carga parasitária, sugerindo exercer papel imunomodulador da 

resposta de Th1 (LAGE et al., 2007). 

Além das células Th2, as células T regulatórias (Treg) têm sido 

relacionadas à produção das citocinas TGF-β e IL-10 (ALEXANDER; BRYSON, 

2005; CAMPANELLI et al., 2006; GANTT et al., 2003; ZHU; PAUL, 2010), 

participando na modulação da resposta imunitária, tendo sido observado  

aumento na produção de IL-10 por células Treg em cães infectados por 

Leishmania spp. (SILVA et al., 2014). 
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Considerando a importância da pele na transmissão da Leishmania spp. 

e que o entendimento dos mecanismos imunológicos que tornam a pele um 

microambiente permissivo à multiplicação do parasita o objetivo do presente 

estudo foi avaliar a expressão gênica dos componentes da resposta imune 

TLR-2, iNOS, TNF-, IL-10 e TGF- em amostras de pele de cães 

naturalmente acometidos por LV, e relacioná-los à carga parasitária da pele 

destes cães. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Delineamento experimental  
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Esta pesquisa tem aprovação do Comitê de Ética para uso Animal 

(FOA–FMVZ, processo 01984-2012).  

 

Área de estudo  

O município de Araçatuba, área endêmica para leishmaniose visceral 

desde 1999, está localizado na região noroeste do estado de São Paulo 

(Latitude: 21°12’41” Sul, Longitude: 50°25’34” Oeste). Inquéritos soro-

epidemiológicos censitários são realizados pelo Controle de Zoonoses da 

Secretaria Municipal de Saúde anualmente e, os cães com sorologia positiva 

ou que apresentam formas amastigotas em biopsia de linfonodo, são 

recolhidos e submetidos à eutanásia, após consentimento do proprietário, de 

acordo com recomendações do Ministério da Saúde para o controle da LV 

(BRASIL, 2006). 

 

Amostras de cães 

Os cães utilizados no estudo foram àqueles provenientes do Centro de 

Controle de Zoonozes (CCZ) de Araçatuba, sendo divididos em dois grupos: 

grupo de cães naturalmente infectados por Leishmania spp., composto de 29 

animais com resultados sorológicos (TR-DPP® e ELISA) e qPCR (pele) 

positivos para LV e oito (08) cães com resultados sorológicos e qPCR (sangue 

e aspirados de linfonodo) negativos para LV. Os cães positivos tinham idade 

estimada entre 01 e 10 anos, sendo 10 machos e 19 fêmeas, de diferentes 

raças, embora a maioria fosse sem raça definida (SRD).  

 

Avaliação da carga parasitária por qPCR 

Para confirmar a ausência de infecção, os cães sorologicamente 

negativos para LVC (controles negativos) foram também avaliados para a 
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presença de kDNA de Leishmania spp., em   amostras de sangue e aspirado 

de linfonodo, por meio da PCR em tempo real (qPCR), utilizando-se os 

oligonucleotídeos descritos por Rodgers et al. (1990). Para tal, o DNA foi 

extraído com kit comercial QIAamp DNA mini kit (Qiagen®), segundo as 

instruções do fabricante. Para as amostras de sangue, o DNA foi eluído em 

volume final de 50 µL e, para as amostras de linfonodo, em 40 µL. As amostras 

foram avaliadas por qPCR, em duplicata, segundo Oliveira et al. (2015), 

utilizando-se 40 ng de DNA. Para obtenção dos valores de eficiência da 

reação, do coeficiente de determinação (r2) e do coeficiente angular (“slope”), 

foram utilizadas diluições seriadas, na base 10, de DNA de Leishmania chagasi 

(L579 MHOM/BR/1974/PP75). 

A presença de infecção nos cães sorologicamente positivos para LVC foi 

confirmada na pele, sendo o DNA extraído e amplificado no Laboratório de 

Ecologia e Epidemiologia da “School of Life Sciences”, da University of 

Warwick, Inglaterra, com o kit Ear Tissue-ET  (Chemagen cmg-1011, Perkin 

Elmer®), de acordo com as instruções do fabricante.   

Para a amplificação da região conservada de kDNA da Leishmania spp. 

de 120 pares de bases, foram utilizados 900nM de cada um dos 

oligonucleotídeos iniciadores Leish1 (AACTTTTCTggTCCTCCgggTAg) e 

Leish2 (ACCCCCAgTTTTCCgCC), descritos por Francino et al. (2006) e 

modificado por Calvo-Bado (não publicado), e 250nM da sonda  6FAM 5’ 

AAAAATgggTgCAgAAACCCCgTTC-3’ –BBQ, em volume final de 15 µL 

contendo 2X TaqMan master mix (Applied Biosystems®). As condições da 

reação foram: 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, em 

termociclador 7500 “Fast Real-Time PCR System” (Applied Biosystems®). A 

quantificação da carga parasitária foi realizada comparando-se os valores dos 

limiares de fase exponencial (Ct - “cycle threshold”) das amostras, com os 

obtidos da curva padrão construídos a partir da diluição seriada, na base 10, de 

formas promastigotas de Leishmania infantum (ITAMP-263 DD8), de 105 a 10-2 

parasitas/mL. Todas as amostras foram avaliadas em triplicata.  
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Para avaliação da relação dos componentes da resposta imune da pele 

e a carga parasitária, os cães foram divididos em grupos de acordo com a 

carga parasitária, definidos segundo a análise dos quartis: Grupo 1 composto 

de cães não infectados por Leishmania spp. (controle) e sem carga parasitária 

(n=8); Grupo 2 composto de cães com CP entre 2,19x10² e 2,27x105 

parasitas/mL (n=11) e Grupo 3 composto de cães com CP > 2,27x105 

parasitas/mL (n=18).  

 

Expressão gênica por qPCR 

As amostras de pele armazenadas a -80°C em RNAlater-ICE (AM7030 

Ambion – Life Technologies®/USA) foram colocadas à temperatura ambiente, e 

a extração de RNA foi realizada utilizando-se o kit comercial RNeasy Mini Kit 

(QIAGEN® – Cat. N°. 74104), seguindo-se as especificações do fabricante. O 

RNA total foi quantificado em espectrofotômetro NanoDrop® (ND-100), e foi 

armazenado a -80°C, até o momento da transcrição reversa. 

Para a produção de cDNA, 200 ng de RNA de cada amostra foi 

submetido à transcrição reversa utilizando-se o kit comercial QuantiTect 

Reverse Transcription (205311-QIAGEN®, Hilden/Alemanha), de acordo com 

as especificações do fabricante. 

Para análise da expressão dos genes que codificam TLR-2, iNOS, IL-10, 

TNF-α, TGF-β, bem como do gene de referência HPRT-1 (“hipoxanthine 

phosphoribosyltransferase 1”), os oligonucleotídeos iniciadores para a espécie 

canina foram selecionados a partir da literatura científica (Tabela 1). 

As amostras foram avaliadas em duplicatas, por qPCR, utilizando-se 

SsoFastTM EvaGreen Supermix (Bio-Rad Laboratories®-CA/USA), 320 nM de 

cada oligonucleotídeo iniciador e 1 µL de cDNA, em volume total de 25 µL. As 

amostras foram incubadas a 95°C por 30 segundos, seguindo-se por 45 ciclos 

de 95°C por 5 segundos e 60°C por 10 segundos, momento onde os dados de 
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fluorescência foram coletados, seguido pela curva de dissociação de 65°C a 

95°C, com aumento de 0,5°C, por 10 segundos.  

Diluições seriadas de pool de cDNA de ambos os grupos (cães 

infectados e controle) foram utilizadas para obtenção dos valores de eficiência 

da reação, do coeficiente de determinação (r2) e do coeficiente angular 

(“Slope”) para cada uma dos gene avaliados. 

A quantificação da expressão dos genes de interesse (TLR-2, iNOS,    

IL-10, TNF-α, TGF-β) foi avaliada pelo método do 2-ΔΔCt (LIVAK e 

SCHMITTGEM, 2001), usando-se como gene de referência o HPRT-1 para 

normalização dos dados. Os resultados foram apresentados como a expressão 

gênica relativa. 

 

Tabela 1- Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados para 
avaliação da expressão dos genes de interesse. 

 

 

A expressão dos genes TGF-β, IL-10, TNF-α e TLR-2 foi avaliada nos 29 

cães e a expressão da enzima iNOS foi avaliada em 24 cães infectados, além 

dos oito cães controles (não infectados). 

F - CACTGGGAAAACAATGCAGA

R - ACAAAGTCAGGTTTATAGCCAACA AY283372 123 105,5 0,986 -3,191

F - TCGAGAAGAGCCACAAAACC

R - CGAAAATGGGAGAAGTCCAG NM_001005264.2 91 108,8 0,981 -3,127

F - AGACACACTTCACCACAAGG

R - TGCTTGGTGGCGAAGATGAGC AF077821 285 107 0,848 -3,165

F- CGACCCAGACATCAAGAACC

R - CACAGGGAAGAAATCGGTGA U33843 101 104,9 0,986 -3,209

F - CTGGAGTCGTGAGGCAGTG

R - GCAGTGTGTTATCTTTGCTGTCA L34956 96 103 0,997 -3,253

F - ACCCATGTGCTCCTCACC

R - AGGGCTCTTGATGGCAGAGA Z70046 87 100,7 0,946 -3,305

IL-10
Peters et al., 2005

TGF-β
Peters et al., 2005

TNF-α
Melo et al., 2013

HPRT-1
Peters et al., 2007

TLR-2
Mercier et al., 2012

iNOS
Kaim et al., 2006

Referênciar2 SlopeGene Sequência de nucleotídeos (5' → 3') N° acesso 
GenBank

Tamanho 
do produto 

(pb)

Eficiência 
da reação 

%
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Análise estatística 

O valor médio de Ct para cada gene avaliado foi convertido para o 

número relativo de quantas vezes foi mais ou menos expresso pelo método     

2-ΔΔCt. A diferença das médias do -ΔCt entre cães controle e cães infectados foi 

avaliada pelo teste t, com intervalo de confiança de 95%. Um modelo linear 

ajustado foi realizado para avaliar a expressão dos genes em função da carga 

parasitária bem como em função dos grupos (1, 2 e 3) definidos segundo a 

distribuição da carga parasitária nos quartis. Valores obtidos da equação –ΔCt 

foram utilizados para análise estatística da expressão dos genes em função 

dos grupos (1, 2 e 3) utilizando o teste Anova e teste de Tukey. A correlação 

entre a expressão gênica dos mediadores alvos e a carga parasitária foi 

avaliada pelo teste de Pearson.   

 

RESULTADOS 

 

Todos os cães positivos foram classificados como doentes em estágio II 

(SOLANO-GALLEGO et al., 2009) por apresentarem sinais clínicos compatíveis 

com LVC. Os sinais clínicos aparentes mais frequentemente observados foram: 

onicogrifose (n=25); seguido por alterações dermatológicas (n=24) como 

dermatites, alopecia, hiperqueratose e lesões ulceradas; linfoadenomegalia 

(n=22); alterações oftalmológicas (n=18) como conjuntivite, ceratoconjutivite e 

uveíte; e caquexia (n=3). Dos cães positivos avaliados (n=29), 50% 

apresentavam quatro sinais clínicos, 21% apresentaram três sinais clínicos; 

16% apresentaram dois sinais clínicos, 10% apresentaram cinco sinais clínicos 

e 3% apresentaram um sinal clínico sugestivo da LVC.   
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Relação entre a carga parasitária e a expressão gênica de TLR-2, iNOS,  
IL-10, TNF-α e TGF-β  

A expressão gênica relativa do TLR-2, iNOS, IL-10, TNF-α e TGF-β foi 

maior na pele dos cães infectados por LV quando comparada à expressão 

gênica destes componentes nos cães não infectados.  

Resultados estatisticamente significativos foram observados para a 

expressão gênica do TLR-2 (p=0,001) que foi 2,55 vezes maior nos cães 

infectados, e para o TNF-α (p=0,043) que se apresentou 1,45 vezes mais 

expresso quando comparados aos cães não infectados. Em relação aos 

demais genes, não houve diferença estatisticamente significante, sendo a 

expressão gênica relativa para IL-10 de 1,43 vezes (p=0,254), para iNOS de 

0,94 vezes (p=0,398) e para o TGF-β de 0,80 vezes (p=0,439) maior nos cães 

infectados em relação aos cães não infectados (controle). 

A relação entre a expressão dos genes de interesse e a carga 

parasitária (CP) da pele dos cães foi avaliada a partir de um modelo linear 

ajustado em função da CP. Observou-se diferença estatisticamente significante 

entre o aumento da CP e as citocinas IL-10 (p=0,007), TNF-α (p=0,031), e o 

receptor TLR-2 (p= 0,0003) (Figura 1 - B, C e D, respectivamente). 
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FIGURA 1 - Diagrama de dispersão baseado no valor de –ΔCT dos genes, A) 
TGF-β, B) IL-10, C) TNF-α, D) TLR-2, E) iNOS em relação ao log10 da carga 
parasitária. Os valores de R² indica o quanto a expressão do gene é explicada 
pelo aumento da carga parasitária para IL-10 (R²= 0,239), TNF-α (R² = 0,161) e 
TLR-2 (R²= 0,390).  

 

A expressão gênica do TRL-2 apresentou correlação de Pearson 

positiva e moderada (r=0,625) em relação à carga parasitária, enquanto que a 

IL-10 e o TNF-α apresentaram correlação positiva fraca (r=0,489 e r=0,401, 

respectivamente). Não houve correlação entre a carga parasitária e a 

expressão dos genes do TGF-β e iNOS (Figura 2). 

 

 

A B C 

D E 
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Correlação da expressão entre os genes de interesse  

A expressão da IL-10 revelou correlação de Pearson positiva forte com 

TNF-α (r=0,827), positiva moderada com o TLR-2 (r=0,738), positiva fraca com 

TGF-β (r=0,419) e correlação negativa fraca com a iNOS  (r= -0,299) (Figura 2).  

          A expressão do TNF-α teve correlação positiva moderada com o TLR-2 

(r=0,704) e fraca com o TGF-β (r=0,398) (Figura 2). 

 

 

FIGURA 2 - “Heatmap” representando a correlação de Pearson entre a 

expressão dos genes de interesse e a carga parasitária da pele de cães, e da 

expressão dos genes entre si. Correlação forte está representada por cores 

mais quentes.  
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Expressão dos genes nos grupos segundo a carga parasitária 

Quando a expressão relativa dos genes alvos foi analisada 

considerando-se os grupos segundo a carga parasitária, os cães do Grupo 3 

apresentaram maior expressão gênica relativa para TLR-2 (4,08), para IL-10 

(2,21), para TNF-α (2,03) e para TGF-β (0,88), em relação ao Grupo 1 

(controle). Nos cães do Grupo 2 a diferença na expressão foi de 1,18 vezes 

para TLR-2, de 0,83 para TNF-α, de 0,70 para IL-10 e de 0,66 para TGF-β. 

Para o gene da iNOS observou-se maior expressão relativa (1,01 vezes) para 

os cães do Grupo 2, enquanto para o Grupo 3, a expressão relativa foi 0,90 

vezes maior em relação ao controle. 

A expressão dos genes de interesse em função dos grupos (1, 2 e 3) 

revelou diferença estatisticamente significante para a expressão de IL-10 

(p=0,008), de TNF-α (p=0,006) e de TLR-2 (p=5,87x10-6) (Figura 3).  

 

FIGURA 3 - “Boxplot” do -ΔCt para TLR-2 (A), IL-10 (B) e TNF-α (C) em relação 

aos grupos: Grupo 1 (controle); Grupo 2 (CP entre 2,19x10² e 2,27x105); Grupo 

3 (CP > 2,27x105), representando os valores da mediana, mínimo e máximo. 

Diferença significativa ao teste de Tukey para TLR-2 entre os grupos 1-3 (p= 

6,6x10-5) e 2-3 (p= 9,1x10-5); para IL-10 entre os grupos 2-3 (p= 0,008); para 

TNF-α entre os grupos 1-3 (p= 0,009) e sugestivo para 2-3 (p= 0,059). 

*Diferença estatisticamente significante (p<0,05). 

                      A                                        B                                         C 

           1      2      3                          1      2     3                          1      2     3 
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DISCUSSÃO  

 

A pele tem importante papel na imunopatogenia e na transmissão da 

leishmaniose visceral (LV) e neste estudo demonstramos a expressão 

aumentada dos genes componentes da resposta imune, TLR-2, TNF-α e IL-10 

na pele de cães naturalmente acometidos por LV, quando comparado aos cães 

não infectados.  

O aumento da expressão de TLR-2 na pele de cães infectados foi 

observado por Esteve et al. (2015), e pode estar relacionado à maior presença 

de antígenos de Leishmania, indicando a participação do TLR-2 na patogênese 

da leishmaniose canina (ESTEVE et al., 2015). 

Melo et al. (2014) também observaram aumento na expressão relativa 

de TLR-2 em amostras de cérebro, baço e linfonodo de cães infectados. Esses 

resultados corroboram também com os observados por Cezário et al. (2011) 

em baço de camundongos experimentalmente infectados com L. chagasi.  

Além da maior expressão relativa do gene TLR-2 em cães acometidos 

por LV, observamos maior expressão de TLR-2 na pele de cães com carga 

parasitária mais alta (Grupo 3), quando comparado aos cães com menor carga 

parasitária (Grupo 2). Resultado semelhante foi observado por Figueiredo et al. 

(2013) em amostras de  cólon de cães naturalmente infectados com L. 

infantum, o que poderia sugerir que o TLR-2 possa estar associado à 

progressão da infecção. Entretanto, Amorim et al. (2011) relacionaram a maior 

expressão do TLR-2 à menor carga parasitária da pele de cães naturalmente 

infectados. Em nosso estudo os cães também foram naturalmente infectados e 

o estágio da doença em que se encontravam pode ser fatores que colaboram 

para esta diferença. Além destes, a diferença dos métodos utilizados também 

deve ter contribuído para a diferença dos resultados visto que estes autores 

avaliaram a carga parasitária por IHQ enquanto que, na presente pesquisa, a 

mesma foi avaliada por qPCR.  
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A expressão do TLR-2 foi também correlacionada positivamente com a 

citocina pró-inflamátoria TNF-α e com a citocina anti-inflamatória IL-10. Gatto et 

al. (2015) observaram resultados semelhantes quando avaliaram pacientes 

humanos com leishmaniose visceral ativa. Estes resultados sugerem que a 

maior expressão do TLR-2 poderia estar regulando as citocinas TNF-α e IL-10, 

na tentativa de combater a infecção inicial, muito embora os cães do presente 

estudo apresentassem sinais clínicos de LV estabelecida e não em fase inicial 

da doença. Estes dados reforçam a participação do receptor TLR-2 na resposta 

adaptativa da pele ao parasita e subsequente produção de citocinas pró e anti-

inflamatórias.  

O aumento da expressão de TNF-α observado nos cães com maior 

carga parasitária pode indicar que esta citocina esteja atuando na resposta 

inflamatória, recrutando células para o local da infecção. De fato, infiltrado 

inflamatório com predominância de macrófagos foi observado na pele de cães 

infectados por L. infantum (BRACHELENTE et al., 2005). Maiores níveis 

observados dessa citocina, correlacionado com a carga parasitária no baço de 

cães infectados indicaram que a presença do parasita induz uma resposta 

imune com expressão relevante do TNF-α (MICHELIN et al., 2011). Entretanto, 

Brachelente et al. (2005) e Menezes-Souza et al. (2011) não observaram 

diferença significante da expressão de TNF-α na pele de cães com maior carga 

parasitária. Essa diferença pode estar associada ao método utilizado para 

quantificação da carga parasitária (LDU – “Leishman Donovan Units”, com 

menor sensibilidade diagnóstica), bem como pelos valores de carga parasitária 

utilizados para classificação (de 09 à 4.356 parasitas), os quais diferiram 

bastante dos valores do presente estudo. 

Neste estudo observamos correlação positiva da IL-10 com o TNF-α, 

sendo que a coexistência de citocinas do perfil Th1 com a citocina IL-10 tem 

sido relatada durante a LVC (CHAMIZO et al., 2005; SANTOS-GOMES et al., 

2002). A IL-10 pode atuar como um modulador responsável por manter o 



55 
 

equilíbrio entre as respostas Th1 e Th2, além de regular possíveis danos 

causados pelo aumento da expressão de TNF-α (LAGE et al., 2007).  

A IL-10, que tem sido relacionada com a modulação de processos 

inflamatórios e sobrevivência do parasita, foi correlacionada positivamente com 

a carga parasitária neste estudo, corroborando com o observado por Menezes-

Souza et al. (2011), onde o aumento da expressão da IL-10 foi observado na 

pele de cães com alto parasitismo e correlacionado ao aumento da carga 

parasitária.  Esses resultados são semelhantes também ao observado por Lage 

et al. (2007) onde o aumento de RNAm para IL-10 foi observado em baço de 

cães exibindo maior número de parasitas/célula (LDU), bem como com o 

observado por Alves et al. (2009) em linfonodo de cães naturalmente 

infectados com LV, que observaram tendência à expressão aumentada dos 

genes das citocinas reguladoras IL-10 e TGF-β em cães com maior 

parasitismo, o que sugere que a ação imunossupressora da IL-10 possa estar 

favorecendo a persistência do protozoário nos tecidos. À semelhança de nosso 

estudo, estes autores não avaliaram as células Treg, importante fonte de 

produção de citocinas supressoras como TGF-β e IL-10 (CAMPANELLI et al., 

2006; GANTT et al., 2003).  

Embora o TGF-β tenha sido considerado determinante para garantir a 

sobrevivência e multiplicação de formas amastigotas de Leishmania spp. na 

pele de cães naturalmente infectados (MENEZES-SOUZA et al., 2011), na 

presente pesquisa nenhuma correlação foi observada com a carga parasitária, 

apesar de estar aumentada em relação ao grupo controle.  

Não se observou correlação entre a expressão da iNOS e a carga 

parasitária neste estudo, o que difere do observado por Santos et al. (2011), 

onde cães com alto parasitismo no baço apresentaram marcada expressão de 

iNOS, relacionado ao agravamento dos sinais clínicos. Este resultado também 

difere do observado por Sanches et al. (2014), em baço e linfonodo de cães 

infectados, que  observaram correlação negativa  entre o número de células 
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com parasitas e o número de células expressando iNOS. Diferem também dos 

resultados obtidos por Zafra et al. (2008), onde macrófagos ativados de cães 

infectados com alta expressão de iNOS foram capazes de destruir e/ou impedir 

a multiplicação de amastigotas. Porém, diferentemente do nosso estudo, estes 

autores utilizaram a IHQ para avaliação da presença da iNOS enquanto que a 

presente pesquisa avaliou a expressão gênica. Em conjunto, esses resultados 

sugerem que a resposta imunológica depende dos mediadores localmente 

produzidos e que há compartimentalização da resposta imune (CORREA et al., 

2007; REIS et al., 2009). 

Alguns eventos podem contribuir para a persistência da Leishmania 

spp., como a oportunidade de escapar dos efeitos microbicidas do NO. O 

aumento da atividade da arginase tem sido detectado em sítios da infecção na 

leishmaniose visceral humana (ABEBE et al., 2013). Como a arginase compete 

com a iNOS na utilização de L-arginina como substrato, sua presença poderia 

ter prejudicado a produção de NO pela limitação do substrato, ainda que a 

iNOS estivesse sendo produzida na pele dos cães no presente estudo. Futuros 

estudos para avaliação da atividade arginase na pele de cães infectados 

seriam importante para esclarecer essa hipótese. Além disto, nosso estudo 

revelou que a expressão da iNOS está  correlacionada negativamente com a 

IL-10, citocina indutora da atividade da arginase (MODOLELL et al., 1995) e 

isto sugere uma possível competição pelo substrato L-arginina, o que 

prejudicaria a liberação de NO.  

Algumas limitações de nosso estudo, como o fato de termos avaliado a 

expressão dos genes e não a produção da citocina, além do fato dos cães 

serem naturalmente infectados apresentando-se, portanto, em diferentes 

estágios da infecção, podem ter contribuído para os resultados divergentes 

observados. 

No geral, o perfil misto de citocinas observados na pele de cães 

naturalmente acometidos por LV sugere que, a exemplo da observação de 
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Papadogiannakis e Koutinas (2015), o paradigma Th1 ou Th2 não se ajusta 

perfeitamente na leishmaniose visceral canina. 

 

CONCLUSÃO 

 

A expressão dos componentes da resposta imune TLR-2, IL-10 e TNF-α 

está aumentada na pele de cães naturalmente acometidos por leishmaniose 

visceral e correlaciona-se com o aumento da carga parasitária neste tecido, 

atribuindo a estes componentes um papel importante na patogênese da LVC. 
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APÊNDICES 

APÊNDICE A. Resultados dos ciclos limiares (Ct) médios da expressão gênica, 

por RT-PCR em tempo real. 

Apêndice 1A – Valores médios dos ciclos limiares (Ct) da expressão gênica do 
receptor TLR-2, da enzima iNOS, das citocinas TNF-α , TGF-β e IL-10 e do 
gene de referência HPRT-1, por qPCR da pele de oito cães negativos para 
LVC (grupo controle). 
 

 
- Os valores do Ct para cada gene foram obtidos em duplicatas. Amostra N=negativos. Raça 
SRD=sem raça definida 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

qPCR

Amostra Raça
Sexo                           

1=M 2=F

Carga 

parasitária
HPRT-1 TGF-β IL-10 TNF-α TLR-2 iNOS

N1 SRD 2 0,00E+00 28,04 28,96 34,58 33,29 29,46 34,34

N2 SRD 2 0,00E+00 26,53 27,51 31,19 31,69 27,26 34,23

N3 SRD 1 0,00E+00 26,20 27,49 32,36 31,04 27,98 31,12

N4 SRD 1 0,00E+00 25,98 25,68 31,53 31,53 28,04 32,79

N5 SRD 2 0,00E+00 26,69 26,42 31,92 31,52 27,30 31,18

N6 SRD 2 0,00E+00 26,49 26,34 30,59 32,67 27,66 33,61

N7 SRD 1 0,00E+00 27,64 27,95 32,03 29,30 29,44 33,21

N8 SRD 2 0,00E+00 26,97 29,93 33,13 33,94 29,48 32,92

Expressão gênica - Média CtCães negativos
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Apêndice 2A – Sinais clínicos e valores médios dos ciclos limiares (Ct) da expressão gênica do receptor TLR-2, da 
enzima iNOS, das citocinas TNF-α , TGF-β e IL-10 e do gene de referência HPRT-1 por qPCR da pele de 29 cães 
naturalmente acometidos por LV (grupo infectado).  
 

 
Amostra P=positivos. Sinais clínicos 0=ausência; 1=presença. Score corporal 1=caquexia; 2=magro; 3=normal. Expressão gênica N/A= não 
avaliado. 

qPCR

Amostra Raça
Sexo                           

1=M 2=F

Alteraçãoes 

dermatológicas
Onicogrifose

Alterações 

oftálmicas

Linfoadeno 

megalia

Score 

corporal

Carga 

parasitária
HPRT-1 TGF-β IL-10 TNF-α TLR-2 iNOS

P1 Teckel 1 1 1 0 1 3 4,50E+06 26,66 26,52 30,83 31,11 26,20 N/A

P2 SRD 2 1 1 1 1 2 7,00E+04 26,77 26,50 29,87 29,99 25,70 33,05

P3 SRD 2 1 1 1 1 2 4,61E+05 27,02 28,02 33,09 36,60 27,79 32,29

P4 Pinscher 2 1 1 0 1 1 3,52E+05 26,36 27,59 32,26 30,90 25,79 32,50

P5 SRD 2 0 1 0 1 2 3,84E+06 26,63 27,80 31,10 31,53 26,22 32,12

P6 Teckel 1 1 1 1 1 3 6,28E+03 26,67 27,75 35,27 32,61 29,08 33,88

P7 SRD 2 1 1 0 1 2 4,13E+07 24,66 24,79 29,38 30,63 24,55 30,65

P8 Poodle 1 1 1 1 1 2 2,27E+06 29,24 30,08 32,87 33,35 29,20 35,56

P9 SRD 2 1 1 0 1 3 4,64E+06 25,65 26,93 29,07 29,50 24,85 33,35

P10 SRD 1 1 1 0 1 3 7,20E+02 26,64 28,61 32,20 32,52 28,75 32,84

P11 SRD 2 1 1 0 1 2 2,27E+05 27,19 28,47 30,48 31,71 26,46 33,09

P12 SRD 2 1 1 1 0 1 1,15E+05 28,09 30,20 35,59 33,95 29,32 33,23

P13 Poodle 1 1 1 0 1 3 4,30E+05 30,68 31,07 33,00 34,14 29,33 36,78

P14 SRD 2 1 1 1 1 2 2,84E+05 26,43 26,42 30,81 31,28 25,59 31,85

P15 SRD 2 1 1 1 1 2 8,15E+04 26,93 27,78 32,03 31,48 28,28 31,54

P16 SRD 2 1 0 1 0 3 9,19E+02 27,51 28,57 34,26 32,54 27,99 32,71

P17 SRD 2 1 1 1 1 2 7,20E+06 27,98 31,03 32,05 34,11 26,09 0,00

P18 SRD 2 0 0 0 1 2 8,60E+03 29,88 31,13 34,08 34,54 30,04 43,44

P19 SRD 2 1 0 1 1 2 2,24E+05 25,61 25,34 31,81 31,93 27,05 31,45

P20 SRD 1 1 1 1 1 2 9,35E+06 26,80 27,77 31,53 31,51 26,69 33,25

P21 SRD 1 1 1 1 1 2 5,20E+02 26,97 30,17 35,11 34,60 29,01 0,00

P22 SRD 2 1 1 1 1 2 3,49E+06 26,13 27,41 31,64 31,47 25,96 33,29

P23 SRD 2 1 1 1 0 3 2,19E+02 25,81 27,21 31,43 31,30 26,79 31,31

P24 Poodle 2 1 1 1 0 3 4,04E+06 26,41 29,84 30,86 30,63 25,13 32,02

P25 SRD 2 0 1 0 1 2 1,50E+05 30,64 30,81 33,62 33,36 29,55 43,73

P26 SRD 2 1 1 1 0 3 2,00E+05 26,76 28,12 30,62 29,42 27,88 N/A

P27 SRD 1 0 1 0 0 1 1,11E+04 28,21 29,22 32,93 33,52 30,44 N/A

P28 SRD 1 1 1 1 1 2 2,50E+06 32,68 31,81 34,25 33,03 29,91 N/A

P29 SRD 1 0 0 1 0 3 7,08E+04 27,92 28,85 33,05 31,64 29,99 N/A

Cães infectados Sinais clínicos Expressão gênica - Média Ct


