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NÍVEIS DE ARGINASE, ÓXIDO NÍTRICO E O EFEITO DA PGE2 NA 
PRODUÇÃO DE TNF-α EM LINFONODO DE CÃES COM LEISHMANIOSE 

VISCERAL 

 

 

RESUMO - A leishmaniose visceral (LV) é uma doença crônica que pode ser 

fatal para os humanos. A doença é causada por um parasita intracelular, 

Leishmania infantum e é transmitida pela picada do mosquito flebótomo. Em 

cães com LV observa-se uma intensa reação inflamatória crônica no fígado, 

baço, pele, medula óssea e gânglios linfáticos. A atividade arginase é 

importante na LV, pois o aumento dessa enzima pode contribuir para a 

multiplicação do parasita e para a redução da síntese de óxido nítrico (NO), 

predispondo o macrófago à infecção. A prostaglandina E2 (PGE2) pode regular 

a produção do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e da interleucina-10 (IL-

10), porém nenhum estudo ainda foi realizado em cães com LV. O presente 

estudo teve como objetivo avaliar a atividade arginase em macrófagos 

aderentes de cultura de linfonodos de 23 cães naturalmente infectados e 18 

saudáveis, e os níveis de NO e PGE2 no sobrenadante dessas culturas. O 

efeito regulatório de PGE2 na produção de TNF-α e IL-10 também foi avaliado 

em cultura de leucócitos totais de linfonodo. Esse estudo ajuda a esclarecer o 

mecanismo da resposta imunológica na LVC.   

 

 

Palavras chave: Cães, Indometacina, Leishmania infantum, Zoonoses  
 

 

 

 

 



 

ARGINASE LEVELS OF NITRIC OXIDE AND THE EFFECT OF PGE2 ON 
TNF-Α PRODUCTION BY LYMPH NODE DOGS WITH VISCERAL 

LEISHMANIASIS 

 

 

SUMMARY - Visceral leishmaniasis (VL) is a chronic disease that can be fatal 

to humans and dogs. The disease is caused by the intracellular parasite 

Leishmania infantum and is transmitted by the bite of the sandfly 

(phlebotomines). In dogs, VL is observed as an intense chronic inflammatory 

reaction in the liver, spleen, skin, bone marrow and lymph nodes. Arginase 

activity is important in VL because an increase of this enzyme may contribute to 

the multiplication of the parasite and a reduction of nitric oxide (NO) synthesis, 

predisposing a macrophage to infection. Prostaglandin E2 (PGE2) can play a 

regulatory role in the production of tumor necrosis factor (TNF-α) and 

interleukin-10 (IL-10), however, there have been no studies in dogs with LV. 

This study aimed to evaluate the arginase activity in adherent macrophages 

cultivated from the lymph nodes of  18 healthy and  23 naturally infected dogs 

and to examine levels of NO and PGE2 in the supernatant of these cultures. 

The regulatory effect of PGE2 on the production of TNF-α and IL-10 was also 

evaluated in supernatants of total lymph node leukocytes cultures. These 

results help to clarify the mechanisms of the immune response in CVL. 

 
 
Keywords: Dogs, Indomethacin, Leishmania infantum, Zoonoses 



14 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1  



15 
 

CONSIDERAÇÕES GERAIS 
 
 

Leishmanioses compreendem um grupo de doenças causadas pelo 

protozoário do gênero Leishmania que incluem a forma cutânea, a visceral e 

mucocutânea (RIOUX et al., 1990), é transmitida por vetores flebotomíneos 

(Diptera: Psychodidae) (REITHINGER; DAVIES, 1999), do gênero 

Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia, no Novo Mundo (DESJEUX, 2001). 

Em relação ao ciclo biológico, o protozoário se apresenta sob duas 

formas: promastigota e amastigota. A forma promastigota flagelada, encontrada 

no intestino delgado do inseto vetor (hospedeiro intermediário), é transmitida ao 

hospedeiro durante o repasto sanguíneo, pela fêmea do flebótomo Lutzomyia 

longipalpis; já a forma amastigota, parasita intracelular aflagelado, encontrado 

nas células do sistema fagocíticos mononuclear do hospedeiro vertebrado 

(BATES, 2007). 

Os protozoários após serem fagocitados pelos macrófagos adquirem a 

forma amastigota e são transportados para os linfonodos regionais 

(SARIDOMICHELAKIS, 2009). A progressão da infecção está relacionada ao 

vetor, ao parasito e à resposta imune do hospedeiro (BAÑULS et al., 2007; 

SARIDOMICHELAKIS, 2009) 

As espécies de Leishmania que induzem à doença visceral é a L. 

infantum no Velho Mundo e L. chagasi nas Américas (ALVAR et al., 2004). 

A leishmaniose visceral tem sido relatada em pelo menos 98 países, e 

90% dos casos de LV globais ocorrem em apenas 6 países: Índia, Blangadesh, 

Sudão, Sudão do Sul, Brasil e Etiópia (ALVAR et al., 2012). No mundo o 

número oficial de casos relatados de leishmaniose visceral é de 

aproximadamente 58.000 por ano (ALVAR et al., 2012). A migração das zonas 

rurais para as zonas urbanas, o rápido crescimento e urbanização não 

planejada conduziu a uma rápida urbanização da LV no Brasil e em outros 

países da América do Sul (DESJEUX, 2004). 
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O cão é o principal reservatório da leishmaniose visceral, que é causada 

por L. infantum no "Velho Mundo" e "L. chagasi "no" Novo Mundo"; estes são 

geralmente considerados como sendo espécies sinónimas transmitidas por 

insetos do género Phlebotomus e Lutzomyia respectivamente (WHO, 1990). 

Os cães são de extrema importância na manutenção do ciclo 

epidemiológico da LV, já que apresentam grande quantidade de parasita na 

pele, podendo infectar os humanos (SANTA ROSA; OLIVEIRA, 1997). A 

leishmaniose em cães é prevalente em áreas endêmicas podendo atingir de 20 

a 40% da população (SLAPPENDEL; FERRER, 1990). 

O parasito é transmitido nos cães principalmente pela picada de 

flebotomíneos, mas já foi visto que há possibilidade de outras formas de 

transmissão por artrópodes vetores, como carrapatos e pulgas (COUTINHO et 

al., 2007; FERREIRA et al., 2009) e também por transfusão sanguínea. 

(OWENS et al., 2001). 

Após a alimentação de flebotomíneos no sangue dos cães os parasitas 

rapidamente se espalham para os linfonodos e baço, através da linfa e sangue 

e, eventualmente, atingem os rins e fígado. Eles podem também afetar os 

órgãos reprodutores, sistema digestivo e respiratório, pele e bexiga 

(MOLYNEUX; ASHFORD, 1983).  

No hospedeiro vertebrado canino, o parasita pode causar lesões e 

sintomas característicos de leishmaniose visceral canina (LVC), embora alguns 

cães infectados possam ser assintomáticos, sintomáticos e oligossintomáticos 

(MANCIANTI; MECIANI, 1988), e alguns podem evoluir para a cura espontânea 

(FISA et al., 1999).  

A LVC é caracterizada como uma doença crônica cujos sinais clínicos 

mais frequentes observados são apatia, anorexia, perda de peso, febre, palidez 

das mucosas, intolerância ao exercício, perda de massa muscular, 

linfoadenopatia periférica generalizada, hepatomegalia, esplenomegalia, 

epistaxe e lesões cutâneas (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). 

Os animais portadores apresentam hipertrofia do sistema fagocítico 

mononuclear, com a proliferação de macrófago, que na maioria dos casos 
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resultam em linfoadenopatia generalizada. Os linfonodos desses cães 

costumam apresentar linfadenite crônica. O infiltrado inflamatório é composto 

por macrófagos, plasmócitos e linfócitos e estão presentes na região cortical e 

medular (LIMA et al., 2004). Em cães assintomáticos é observada hipertrofia 

das zonas da cortical, enquanto que nos cães sintomáticos se observa atrofia 

dessa área (GIUNCHETTI et al., 2008). A infecção dos macrófagos pode ter 

ocorrido na derme antes da migração para os linfonodos regionais ou nos 

linfonodos após infiltração de células não infectadas a partir da corrente 

sanguínea (SAINT-ANDRÉ et al., 1997). 

Há um aumento do número de células CD8 +, mas uma diminuição do 

número de células CD21+, possivelmente devido à sua diferenciação em 

células plasmáticas (GIUNCHETTI et al., 2008). O resultado final é a 

linfoadenopatia periférica, um dos sinais mais comuns de LVC (KOUTINAS et 

al., 1999). 

O parasito pode se replicar em tecidos como medula óssea, fígado, baço 

e linfonodos, de forma que a resposta imunológica depende do tecido 

acometido (GIUNCHETTI et al., 2008; REIS et al., 2009; SANCHEZ et al., 

2004).  

O principal anticorpo que aumenta nos cães infectados é o IgG  

(PINELLI et al., 1994). Portanto muitos testes sorológicos indiretos foram 

desenvolvidos visando o diagnóstico rápido para a doença como a reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI), a reação imunoenzimática (ELISA) e os 

dispositivos imunocromatográficos (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). O 

método sorológico de ELISA indireto tem sido empregado por ser um teste 

sensível, com facilidades técnicas e econômicas (LIMA et al., 2003). 

A confirmação do diagnóstico pode ser realizada por métodos de 

detecção molecular do parasita pela reação em cadeia da polimerase (PCR), 

com amplificação do DNA do parasito, em amostra de nódulos linfáticos, pele, 

conjuntiva, sangue ou medula óssea de cães infectados. A especificidade e 

sensibilidade da PCR dependem de diferentes fatores, incluindo tipos de 

iniciadores, número de cópias do alvo, método de extração de DNA, biópsia do 
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material e tipos de protocolo da PCR (FRANCINO et al., 2006; GONTIJO; 

MELO, 2004). 

Nos cães infectados a ausência da resposta das células T aos antígenos 

de Leishmania spp. é observada, in vivo, com um teste de hipersensibilidade 

do tipo tardia negativa (DOS-SANTOS et al., 2008), e redução do número de 

linfócitos T (BOURDOISEAU et al., 1997). 

A imunossupressão associada à infecção crônica ocorre devido a altas 

taxas de apoptose das células T e esse mecanismo pode contribuir para a 

desorganização da polpa branca do baço e diminuição dos níveis de células T 

no sangue periférico (LIMA et al., 2012). 

A imunidade protetora tem geralmente sido associada ao 

desenvolvimento da imunidade do tipo celular com resposta linfoproliferativa 

positiva a antígenos de Leishmania spp. (CABRAL et al., 1992) e produção de 

citocinas, tais como IFN-gama e TNF-α, as quais são necessárias para 

ativação de macrófagos e morte de parasitas intracelulares (SADICK et al., 

1991). 

Os macrófagos tem papel importante na resposta imunológica contra 

Leishmania spp, pois são células parasitadas e, além disso, desencadeiam a 

resposta adaptativa (OSORIO et al., 2012). A célula T responde ao antígeno 

através do engajamento do receptor TCR da célula T no MHC associado ao 

peptídeo no macrófago. A função efetora desta interação é determinada por 

sinais adicionais da ligação de moléculas coestimulatórias sobre a superfície 

das células T e seus ligantes nas células apresentadoras de antígeno. 

Dependendo da natureza e magnitude desses sinais a célula irá gerar citocinas 

ou desenvolver funções regulatórias ou citotóxicas, indução de memória ou 

energia (PENTCHEVA-HOANG et al., 2007). 

A resposta inflamatória aguda é caracterizada pela presença de 

macrófagos M1, e as fases inflamatórias crónicas ou de resolução são 

mediadas pelo enriquecimento de macrófagos M2 (MURRAY; WYNN, 2011). A 

classificação de macrófagos M1 / M2 é uma consequência da via metabólica do 

uso da arginina. Nos macrófagos M1 a arginina é metabolizada pela óxido 
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nítrico sintase (NOS) para gerar NO e citrulina; em macrófagos M2 a arginina é 

degradada pela arginase  em ornitina e ureia (MILLS, 2012). Os macrófagos 

M1 ou M2 dominantes direcionam os linfócitos T para produzir respostas Th1 

ou Th2, respectivamente, amplificando ainda mais as respostas do tipo M1 ou 

M2 nas respostas imunológica à infecção, tumor ou inflamação (MILLS, 2012). 

A arginase é considerada uma enzima do ciclo de ureia no fígado, mas 

ocorre em vários órgãos e tecidos onde não há um ciclo funcional da ureia 

(CEDERBAUM et al., 2004). É importante notar que o ciclo de ureia completa 

tenha sido descrito em macrófagos (HOFMANN et al., 1978). 

Duas isoformas distintas da arginase foram identificadas em mamíferos, 

que são codificadas por genes diferentes e diferem na sua localização celular, 

bem como em seu modo de regulação: arginase tipo 1, uma enzima citosólica 

expressa em níveis elevados no fígado como um componente do ciclo de ureia 

(CEDERBAUM et al., 2004), e a arginase do tipo 2, que é uma enzima 

mitocondrial com distribuição tecidual generalizada, com maior destaque no 

rim, glândula mamária lactante, próstata, intestino delgado e cérebro 

(MUNDER et al., 1999). 

O óxido nítrico (NO) é sintetizado por uma família de enzimas 

denominadas óxido nítrico sintase (NOS), localizados em diferentes tipos de 

células (BOGDAN et al., 2000; NATHAN, 1997). Uma vez que o NO é muito 

instável, a expressão da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) é 

utilizada para avaliar o potencial de produção de NO. A produção de NO por 

macrófagos ativados é necessária para a destruição efetiva de uma vasta 

gama de agentes patogênicos, tais como vírus, bactérias, protozoários, fungos 

e helmintos (BOGDAN; RÖLLINGHOFF, 1998; SHIN et al., 2000; STENGER et 

al., 1996). O óxido nítrico é uma importante molécula efetora, na regulação da 

resposta imunológica. A sua atividade leishmanicida foi observada em 

macrófagos humanos (PANARO et al., 2001) e de camundongos (MAUËL et 

al., 1991).  

 Leishmania são parasitas intracelulares obrigatórios; depois da 

transmissão ao hospedeiro mamífero, eles invadem principalmente 
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macrófagos, que são células efetoras decisivas que matam ou hospedam os 

parasitas intracelulares dependendo do balanço de duas enzimas induzíveis, 

óxido nítrico sintase 2 (NOS2) e a arginase (KROPF et al., 2004; MUNDER et 

al., 1999). Estas duas enzimas utilizam um substrato comum, L-arginina, e são 

reguladas de forma competitiva por citocinas secretadas por células Th1 e Th2 

(MODOLELL et al., 1995; MUNDER et al., 1998; MUNDER et al., 1999). As 

citocinas Th1 que induzem a ativação de macrófagos e a NOS2 oxidam L-

arginina, gerando óxido nítrico (NO) (BOGDAN, 2001; WEI et al., 1995). As 

citocinas Th2 resultam na ativação alternativa de macrófagos e na indução da 

arginase, que hidrolisa L-arginina em ornitina, um aminoácido que é a principal 

fonte intracelular para a síntese de poliaminas (GOERDT; ORFANOS, 1999; 

MUNDER et al., 1998; ROBERTS et al., 2004) 

Na Leishmaniose, o metabolismo da L-arginina parece ser um regulador 

importante da resposta imunológica. Na leishmaniose tegumentar humana a 

arginase 1 leva à falha da resposta T reduzindo a L-arginina disponível e, em 

consequência, observa-se hiporesposta das células T (MODOLELL et al., 

2009). Na doença visceral em hamster, a indução de arginase é acompanhada 

de incremento de poliaminas que favorecem o crescimento do parasita 

(OSORIO et al., 2012). A alta atividade da arginase já foi observada no sangue 

de pacientes com LV (ABEBE et al., 2013) sendo considerado um marcador do 

agravamento da doença humana (TAKELE et al., 2013).  

Além de suas funções microbicidas o NO contribui para a destruição dos 

tecidos em doenças inflamatórias / auto-imunes (KOLB; KOLB-BACHOFEN, 

1998), pode também exercer funções fisiológicas, de defesa imunitária para a 

regulação da pressão sanguínea para a inibição da agregação plaquetária 

(LOWENSTEIN et al., 1994). NO tem demonstrado ser uma molécula crucial e 

versátil na regulação do tónus vascular, neurotransmissão, inflamação aguda e 

crônica e de mecanismos de defesa do hospedeiro (MICHEL; FERON, 1997; 

MAEDA; AKAIKE, 1998; DI VIRGILIO, 2004).  O NO Pode atuar como um 

agente pró-inflamatório e anti-inflamatório (GRANGER; KUBES, 1996) ou 

agente imunossupressor (MACIEJEWSKI et al., 1995) através dos seus efeitos 
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inibitórios sobre as células apoptóticas (BRÜNE, et al., 1999; LI; BILLIAR, 

2000;  OKUDA, et al., 1996). 

Semelhante ao NO as prostaglandinas podem também exercer papel 

pró-inflamatório e anti-inflamatório (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). As 

prostaglandinas são pequenas moléculas lipídicas que regulam vários 

processos no corpo, incluindo a função renal, a agregação de plaquetas, a 

libertação de neurotransmissores e a modulação da função imunológica 

(GOETZL et al., 1995; PHIPPS et al., 1991). Uma das prostaglandinas mais 

conhecidas e mais bem estudadas é PGE2, que podem ser produzidas por 

todos os tipos de células do corpo, sendo epitélio, fibroblastos e células 

inflamatórias infiltrantes que representam as principais fontes de PGE2 no 

decurso de uma resposta imune. O processo de síntese de PGE2 envolve a 

fosfolipase A2, que mobiliza ácido araquidônico a partir de membranas 

celulares (LAMBEAU; LAZDUNSKI, 1999), ciclo-oxigenases (COX1 

constitutivamente ativa e induzível COX-2) que convertem o ácido araquidônico 

em prostaglandina H2 (PGH2), e sintase de prostaglandina E (PGES), 

necessária para a formulação final de PGE2 (PARK et al., 2006). Enquanto a 

taxa de síntese de PGE2 e o processo inflamatório resultante podem ser 

afetados por fatores adicionais, tais como a disponibilidade local de Ácido 

Araquidônico, na maioria das condições fisiológicas, a taxa de síntese de PGE2 

é controlada pela expressão local e pela atividade de COX-2.  

PGE2 é conhecida por exercer sua ação por ligações distintas à 

membrana celular associada à proteína G, acoplada a receptores prostanóides 

de séries – E (EP) denominados EP1, EP2, EP3, EP4 (KALINSKI, 2012). Esses 

receptores acoplados à proteína G estão ligados às diferentes vias de 

transdução, que pode produzir efeitos opostos, tais como ativação ou inibição 

das respostas celulares (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). 

PGE2 se liga à diferentes receptores EP, os quais podem regular a 

função de muitos tipos de células incluindo macrófagos, células dendríticas e 

os linfócitos T e B, levando a efeitos pró-inflamatórios e anti-inflamatórios.  

Como mediador pró-inflamatório, a PGE2 contribui para a regulação do perfil de 
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expressão de citocinas de células dendríticas (CD)s e tem sido relatada capaz 

de polarizar a diferenciação de células T para Th1 ou Th2 (EGAN et al., 2004). 

Um estudo mostrou que a sinalização de PGE2-EP4 em células T e células 

dendríticas facilitam a diferenciação para Th1 e Th17 dependente de IL-23 

(YAO et al., 2009). Além disso, a PGE2 é fundamental para a indução de um 

fenótipo de célula dendrítica que permite a sua migração para os nódulos 

linfáticos drenantes (KABASHIMA et al., 2003; LEGLER et al., 2006). 

Simultaneamente, a estimulação de PGE2 no início da maturação da célula 

dendrítica induz à expressão de moléculas co-estimuladoras da superfamília do 

TNF, resultando em um aumento de ativação de células T (KRAUSE et al., 

2009). Em contraste, foi também demonstrado que a PGE2 pode suprimir a 

diferenciação de Th1, as funções das células B e reações alérgicas (HARRIS et 

al., 2002). Além disso, PGE2 pode exercer ações anti-inflamatórias nas células 

imunitárias inatas como neutrófilos, monócitos e células NK (HARRIS et al., 

2002). 

A PGE2 regula múltiplos aspectos da inflamação em diferentes células 

imunes (PHIPPS et al., 1991), além disso, tem potentes propriedades 

imunossupressoras incluindo a inibição da ativação dos macrófagos, 

quimiotaxia de leucócitos e modulação de quimiocinas (ARMSTRONG, 1995; 

CHEON et al., 2006). 

 Células esplênicas murinas infectadas com Leishmania donovani 

produzem mais PGE2 do que as de camundongos não infectados (REINER; 

MALEMUD, 1984) e, macrófagos peritoneais de camundongos infectados com 

Leishmania donovani, secretam PGE2 (REINER; MALEMUD, 1985). A PGE2 

pode também regular a produção de TNF-α em macrófagos peritoneais e 

células esplênicas de camundongos infectados com L. donovani (SAHA et al., 

2014).  

O fator de necrose tumoral (TNF-α) tem importantes propriedades pró-

inflamatórias, as quais desempenham papéis cruciais na imunidade inata e 

adaptativa, na proliferação celular e em processos apoptóticos. Essa citocina é 

produzida principalmente por macrófagos, com ação ampla em várias células 
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do corpo, incluindo monócitos, células T, células musculares lisas, fibroblastos 

e adipócito (AGGARWAL, 2003). O TNF-α é uma citocina que tem atividade 

antitumoral e também atua contra a infecção aguda e crônica (BEUTLER, 

2003; POPA et al., 2007). Esta citocina está envolvida na defesa do hospedeiro 

contra inúmeros patógenos intracelulares, por meio de estimulação de 

diferentes células efetoras que participam de diversos mecanismos 

antimicrobianos (BEUTLER; CERAMI, 1987). A ação do TNF-α com IFN-γ, 

ativa os macrófagos destruindo Leishmania spp. (THEODOS et al., 1991). No 

entanto já foi observado que esta citocina pró-inflamatória pode ter efeito 

prejudicial em diversas respostas imunes a agentes infecciosos (BEUTLER; 

GRAU, 1993; VASSALLI, 1992). O papel protetor dessa citocina foi observado 

no baço de cães com LV, em que fraca correlação negativa foi observada entre 

a expressão de TNF-α e a carga parasitária no baço (CAVALCANTI et al., 

2015). Em camundongos o TNF-α é essencial para o controle da LV (WILHELM 

et al., 2001). Já foi observado também que o TNF-α aumenta a produção de 

NO em macrófagos caninos (PINELLI, et al., 2000). 

A IL-10 é produzida por diferentes tipos de células, tais como 

macrófagos, células dendríticas, células B e diferentes subtipos de linfócitos T 

(KAMANAKA et al., 2006, MOORE et al., 2001). Além disso, a IL-10 pode atuar 

diretamente sobre as células T CD4+ através da inibição da proliferação e 

produção de IL-12, IFN-γ, IL-4, IL-5 e TNF-α (JOSS et al., 2000; MOORE et al., 

2001; SCHANDENÉ et al., 1994). Em modelos murinos e humanos infectados 

com Leishmania spp., tem sido relatado que IL-10 pode estar suprimindo a 

resposta imunológica (BACELLAR et al., 2000, BARRAL et al., 1993), esta 

citocina pode estar contribuindo para o aumento do parasito na célula e 

consequentemente induzindo à progressão da doença (INIESTA et al., 2002). 

Em cães com LV os níveis de IL-10 no baço e fígado foram superiores quando 

comparado aos cães saudáveis (MICHELIN et al., 2011). Já foi relatado que a 

IL-10 no soro de pacientes com LV aumenta a replicação do parasita em 

macrófagos humanos e que o bloqueio da IL-10 reduziu o crescimento dos 

parasitas (NYLÉN et al., 2007). 
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OBJETIVOS 
 

 

Avaliar a atividade da arginase em cultura de macrófagos aderentes 

proveniente dos linfonodos de cães naturalmente infectados e saudáveis, os 

níveis de NO e PGE2 no sobrenadante dessas culturas. Adicionalmente 

objetiva-se avaliar o efeito regulatório de PGE2 na produção de TNF-α e IL-10 

no sobrenadante de cultura de leucócitos totais de linfonodo de cães 

naturalmente infectados e saudáveis. 
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NÍVEIS DE ARGINASE, ÓXIDO NÍTRICO E O EFEITO DA PGE2 NA 
PRODUÇÃO DE TNF-α EM LINFONODO DE CÃES COM LEISHMANIOSE 

VISCERAL 

 

 

RESUMO - A leishmaniose visceral (LV) é uma doença crônica podendo ser 

fatal para os humanos. A atividade arginase, e a síntese de óxido nítrico (NO) 

podem ou não predispor o macrófago à infecção. Outros fatores reguladores da 

resposta imunológica são a prostaglandina E2 (PGE2) o fator de necrose 

tumoral-α (TNF-α) e a interleucina-10 (IL-10), porém nenhum estudo foi 

realizado em cães com LV. O presente estudo teve como objetivo avaliar a 

atividade arginase em macrófagos aderentes de cultura de linfonodos de cães 

naturalmente infectados e saudáveis, e os níveis de NO e PGE2 no 

sobrenadante dessas culturas. O efeito regulatório de PGE2 na produção de 

TNF-α e IL-10 foi também avaliado em cultura de leucócitos totais de linfonodo. 

Nossos resultados mostraram que macrófagos aderentes do linfonodo tem 

diminuição da atividade arginase enquanto o sobrenadante de cultura mostrou 

aumento da concentração do NO e PGE2. No sobrenadante de cultura de 

leucócitos totais de cães infectados foi observada maior concentração de TNF-

α comparado aos saudáveis. A presença do inibidor de COX-1 e COX-2 

indometacina diminuiu a concentração de TNF-α no sobrenadante das culturas 

de leucócitos totais do linfonodo de cães infectados em relação aos cães 

saudáveis, porém não foi observada alteração nos níveis de IL-10. Concluímos 

que a PGE2 tem papel regulador da resposta imunológica na leishmaniose 

visceral canina e pode estar auxiliando no controle da doença. Esses 

resultados ajudam a esclarecer o mecanismo da resposta imunológica na LVC. 

 

 

Palavras-chave: Cães, Indometacina, Leishmania infantum, Zoonoses 
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 1 Introdução 
 
 

A LV é uma doença crônica que pode ser fatal para os humanos 

(DESJEUX, 2004). A doença é causada por um parasita intracelular, 

Leishmania infantum o qual é transmitido pela picada da fêmea do mosquito 

flebótomo (flebotomineos) (QUINNELL; COURTENAY, 2009). Sua ocorrência 

tem sido relatada em pelo menos 98 países, e 90% dos casos de LV globais 

ocorrem em apenas seis países: Índia, Bangladesh, Sudão, Sudão do Sul, 

Brasil e Etiópia (ALVAR  et al., 2012). No mundo o número oficial de casos 

relatados de leishmaniose visceral é de aproximadamente 58.000 por ano 

(ALVAR et al., 2012). Em cães com LV observa-se uma intensa reação 

inflamatória crônica, no fígado, baço, pele, medula óssea (TAFURI et al., 2001) 

e gânglios linfáticos (MARTÍNEZ-MORENO et al., 1993).  

Os macrófagos têm papel importante na resposta imunológica contra 

Leishmania spp., pois são células parasitadas e, além disso, desencadeiam a 

resposta adaptativa podendo permitir ou não o crescimento do parasito 

(OSORIO et al., 2012). Dependendo do balanço de duas enzimas induzíveis, 

óxido nítrico sintase induzível 2 (iNOS) e arginase os macrófagos podem matar 

o parasita ou permitir seu crescimento (MUNDER et al., 1999). Nos macrófagos 

M1 a arginina é metabolizada pela óxido nítrico sintase (NOS) para gerar NO e 

citrulina  (MILLS, 2012), a  indução da iNOS leva a oxidação da L-arginina e 

subsequente produção de citrulina e NO matando o parasita (BOGDAN, 2001), 

enquanto em macrófagos M2 a arginina é degradada pela arginase  em ornitina 

e ureia (MILLS, 2012). A arginase leva à produção de poliaminas que 

promovem o crescimento intracelular de Leishmania spp. (OSORIO et al., 

2012). A alta atividade da arginase já foi observada no sangue de pacientes 

com LV (ABEBE et al., 2013) sendo considerado um marcador do agravamento 

da doença humana (TAKELE et al., 2013). Em macrófagos de hamster 

infectados com L. donovani também foi observado um aumento da atividade 

arginase (OSORIO et al., 2012), porém em cães naturalmente infectados por 
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Leishmania spp. a atividade arginase ainda não foi avaliada. Os macrófagos 

M1 ou M2 dominantes direcionam os linfócitos T para produzir respostas Th1 

ou Th2, respectivamente, para amplificar ainda mais respostas do tipo M1 ou 

M2 nas respostas imunológicas à infecção, tumor, ou inflamação (MILLS, 

2012).  

O NO é uma importante molécula efetora diretamente envolvida na 

atividade microbicida e citotóxica dos macrófagos humanos (PANARO et al., 

2001) e camundongos (MAUËL et al., 1991). Sua produção já foi observada em 

sobrenadante de macrófagos caninos infectados in vitro com promastigotas de 

L infantum (PANARO et al., 1998) e pode estar envolvido na proteção contra a 

infecção natural por Leishmania spp. (PANARO et al., 2008). A liberação do 

NO por macrófagos infectados por Leishmania spp. e a sua atividade 

microbicida pode ser regulada por PGE2 (BRANDONISIO et al., 2001; PANARO 

et al, 2001).   

A PGE2 regula múltiplos aspectos da inflamação em diferentes células 

imunes (PHIPPS et al., 1991), além disso, tem potentes propriedades 

imunossupressoras incluindo a inibição da ativação dos macrófagos, 

quimiotaxia de leucócitos e modulação de quimiocinas (ARMSTRONG 1995; 

CHEON et al., 2006). A PGE2 também é conhecida por exercer sua ação por 

ligações distintas à proteína G ligada a guanosina trifosfato heterotrimétrica 

acoplada a diferentes receptores prostanóides denominados receptores EP1, 

EP2, EP3 e EP4 (KALINSKI, 2012). Aproteína G acoplada a estes receptores 

pode desencadear diferentes vias de transdução, que podem gerar a ativação 

ou inibição das respostas celulares (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). Células 

esplênicas murinas infectadas com Leishmania donovani produzem mais PGE2 

do que as de camundongos não infectados (REINER; MALEMUD, 1984) e 

macrófagos peritoneais de camundongos infectados com Leishmania donovani 

secretam PGE2 (REINER; MALEMUD, 1985). A PGE2 pode regular a produção 

de TNF-α em macrófagos peritoneais e células esplênicas de camundongos 

infectados com L. donovani (SAHA et al., 2014).   
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O TNF-α foi observado em maiores concentrações no linfonodo (ALVES 

et al., 2009), baço e fígado (MICHELIN et al., 2011) de cães com LV. Em 

camundongos, o TNF-α é essencial para o controle da leishmaniose visceral 

(WILHELM et al., 2001).  

A IL-10 é produzida por diferentes tipos de células, tais como 

macrófagos, células dendríticas, linfócitos B e diferentes subtipos de linfócitos T 

(KAMANAKA et al., 2006; MOORE et al., 2001). Além disso, a IL-10 pode atuar 

diretamente sobre as células T CD4+ por meio da inibição da proliferação e 

produção de IL-12, IFN-γ, IL-4, IL-5 e TNF-α (JOSS et al., 2000; MOORE et al., 

2001; SCHANDENÉ et al., 1994). A IL-10 tem sido indicada como a principal 

citocina supressora da resposta imune protetora em humanos e em modelos de 

murinos infectados com LV (BACELLAR et al., 2000; BARRAL et al., 1993). Em 

cães com LV os níveis de IL-10 no baço e fígado foram superiores quando 

comparado aos cães saudáveis (MICHELIN et al., 2011). 

Embora o TNF-α e a IL-10 sejam importantes na resposta imunológica 

na LVC sua relação com a PGE2 ainda não foi caracterizada em cães. 

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade da arginase 

em cultura de macrófagos aderentes de linfonodos de cães naturalmente 

infectados e saudáveis, quantificar os níveis de NO e PGE2 no sobrenadante 

dessas culturas. E avaliar o efeito regulatório de PGE2 na produção de TNF-α e 

IL-10 em sobrenadante de cultura de leucócitos totais do linfonodo. Nossos 

resultados esclarecem o mecanismo da resposta imunológica na LVC. 

2 Material e Métodos  

2.1 Aprovação do Comitê de Ética 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Experimental Animal (COBEA), com a aprovação do Comitê de Ética no Uso 

Animal (CEUA) da UNESP – Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho” – Campus de Araçatuba – Faculdade de Medicina Veterinária – FMVA - 

em 15/04/2011, conforme o processo 00679/2011. 
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2.2 Animais 

O grupo infectado foi constituído por 23 cães entre dois e cinco anos de 

idade, de várias raças e pesos, provenientes do Centro de Controle de 

Zoonozes de Araçatuba (CCZA), todos soros positivo para o antígeno de L. 

infantum determinado por ELISA indireto (LIMA et al., 2003). Os cães eram 

sintomáticos e apresentavam pelo menos três dos sinais clínicos de LV: 

linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, lesões cutâneas, onicogrifose, lesões 

perioculares e caquexia.  

Para a confirmação do diagnóstico sorológico foi realizado a técnica de 

PCR em tempo real (qPCR). Para tal, o DNA foi extraído de amostras teciduais 

provenientes do linfonodo utilizando reagente comercial (QiagenEasy-DNA®, 

USA), de acordo com as recomendações do fabricante e seguindo protocolo 

previamente descrito por Perosso et al. (2014). Todos os cães infectados 

apresentaram amplificação de fragmento de DNA de Leishmania spp. em 

células provenientes do aspirado de linfonodo. 

O grupo controle consistiu em 18 cães adultos, saudáveis de diferentes 

raças e pesos sendo negativos para L. infantum, ao teste de ELISA indireto 

(LIMA et al., 2003) e foi realizado extração de DNA e qPCR de células 

provenientes do linfonodo como descrito anteriormente. Esses cães não 

apresentaram DNA de Leishmania spp. em células provenientes do aspirados 

de linfonodo, esses cães apresentaram padrão de hemograma normal.  

 

2.3 Colheita das amostras  

Os leucócitos foram obtidos por punção biópsio-aspirativa do linfonodo 

poplíteo utilizando-se agulha fina (25 x 0,7mm). O aspirado foi diluído em 1mL 

de tampão de lise de eritrócitos (solução aquosa de cloreto de amônio 0,14M) 

para eliminação dos eritrócitos contaminantes. Após lavagem dos leucócitos 

com tampão de fosfato salino (PBS), pH 7,2, essas células foram ressuspensas 

em 1mL de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA) suplementado 

com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 0,03% de L-glutamina, e 100 
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µl/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina, para posterior contagem 

utilizando hemocitômetro. 

 

2.4 Cultura macrófagos aderentes do linfonodo  

As células aderentes foram obtidas após cultura a 37 ºC e 5% de CO2 

em frasco para cultura celular 270 mL (TPP®, Suíça) por uma hora, com 

posterior lavagem das células não aderentes. As células aderentes foram 

raspadas com um raspador de células (TPP®, Suíça), centrifugadas a 2.000 

rpm e ressuspensas em 1mL de meio RPMI 1640, para contagem. As células 

aderentes do linfonodo (106/mL) foram cultivadas em RPMI-1640 suplementado 

como anteriormente descrito, em placas de 24 poços (TPP®, Suíça), a 37 ºC e 

5% de CO2, por 20 horas. O sobrenadante de cultura foi colhido e armazenado 

a -20 ºC para a determinação de PGE2 e NO. As células foram armazenadas 

na presença de inibidor de proteases Complete EDTA-free (Roche®, Alemanha) 

a -20 ºC até a determinação da atividade da arginase. 

 

2.5 Cultura de leucócitos totais do linfonodo 

Os leucócitos totais do linfonodo (2x106/mL) foram cultivadas em meio 

RPMI 1640 suplementado, como anteriormente descrito, em placas de cultura 

de 24 poços estéreis (Jet Biofil®, JET Bio-Filtration Products Co., Guangzhou, 

China) sem estímulo (controle negativo), na presença do mitógeno 

fitohemaglutinina 5µL/mL (PHA-M, Gibco® Phytohemagglutinin, M form, Grand 

Island, NY, EUA), antígeno solúvel de Leishmania infantum (20 µg/mL), e o 

inibidor de COX 1 e COX 2 indometacina 10 μg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis 

MO, EUA) a 37 ºC e 5% de CO2 por 6 dias. Após esse período, os 

sobrenadantes foram colhidos e armazenados a -80 ºC para dosagem de TNF-

α e IL-10.  

 

2.6 Antígeno solúvel de Leishmania infantum 

O antígeno solúvel foi realizado conforme descrito por Scott et al. (1987) 

com algumas modificações: foi utilizado o inibidor de protease (Complete 
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EDTA-free) de acordo com as recomendações do fabricante e a centrifugação 

final foi de 14.000 rpm. 

 

2.7 Atividade da arginase 

A atividade da arginase foi determinada a partir do lisado celular do 

linfonodo. Para isso, 106 células foram lisadas com 50 µL de Triton X-100 a 

0,1%, seguido por 30 minutos de agitação a 37 °C. Em seguida, o lisado foi 

incubado com 50 µL de MnCl2 (10mM) e TRIS-HCl 50 mM e a enzima foi 

ativada por aquecimento, a 56 °C, por 10 min. A hidrólise da L-arginina foi 

realizada adicionando-se 25 µL de L-arginina 0,5 M, pH 9,7 e agitando-se a 37 

ºC, por 60 minutos. A reação foi parada com 400 µL da mistura de H2SO4 

(96%):H3PO4 (85%):H2O (1:3:7 v/v/v). A concentração da ureia foi medida a 

540 nm após adição de 25 µL de α- isonitropropiofenone (ISPF) (dissolvido em 

etanol 100%), aquecido a 100 ºC, por 45 minutos (MODOLELL, et al., 1995). 

 

2.8 Dosagem de NO 

A produção de NO foi avaliada no sobrenadante da cultura de 

macrófagos aderentes do linfonodo usando o reagente de Griess padrão 

(GREEN et al., 1982). Resumidamente, 100 µL de sobrenadante da cultura de 

macrófagos foram misturados com volume igual de reagente de Griess, 

contendo sulfanilamida 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, EUA) diluída em 

H3PO4 5% e N-(1naftil)-etilenodiamina 0,1% (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, 

EUA). Após 10 minutos de incubação à temperatura ambiente, as placas foram 

lidas utilizando o espectrofotômetro (SpectraCount, Packard Bio Science 

Company, EUA), em filtro de 540 nm. A concentração de NO foi determinada a 

partir da comparação a uma curva padrão de nitrito (NO2) variando 0,78 a 200 

µM. Todas as medições foram realizadas em duplicata. 

 

2.9 Dosagem de PGE2 

A dosagem de PGE2 foi realizada pelo método ELISA competitivo em 

sobrenadante de cultura de macrófagos aderentes do linfonodo, utilizando 
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reagente comercial Prostaglandin E2 (R&D System, Minneapolis, EUA) e  

seguindo-se as recomendações do fabricante. O limite de detecção foi de 39 

pg/mL. 

 

2.10 Determinação das citocinas TNF-α e IL-10 

Os níveis de TNF-α e IL-10 foram determinados no sobrenadante de 

cultura de leucócitos totais do linfonodo dos cães naturalmente infectados e 

saudáveis utilizando-se o teste ELISA de captura reagentes comerciais (Duo 

Set® Canine TNF-α, IL-10) (R&D System, Minneapolis, EUA) de acordo com as 

instruções do fabricante. A leitura foi realizada em espectrofotômetro (Spectra 

Count, Packard Bio Science Company, EUA), em filtro de 450 nm. O limite de 

detecção foi de 0,78 pg/mL. Todas as medições foram realizadas em duplicata. 

 

2.11 Análise estatística 

Depois de testar as variáveis quanto à normalidade e 

homocedasticidade, foram utilizados os testes de Mann-Whitney e o teste de 

Wilcoxon para investigar diferenças entre os grupos. Os testes foram 

realizados usando o software GraphPad Prisma 6, (GraphPad Software, La 

Jolla Califórnia EUA). Os resultados foram considerados significativos quando p 

<0,05. 

 

3 Resultados  
 

3.1 Dados clínicos 

Os cães infectados foram todos positivos para a detecção de anticorpos 

anti-Leishmania infantum, o grupo foi composto por 14 fêmeas (60,86%) e 9 

machos (39,13%), apresentando os seguintes sinais clínicos: onicogrifose 

(91,30%), caquexia (60,86%), lesões cutâneas (60,86%), lesões perioculares 

(43,47%) e linfadenopatia (43,47%) (Tabela 1A). O grupos de cães saudáveis 

foi constituído de 11 fêmeas (61,11%) e 7 machos (38,88%), clinicamente 
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saudáveis e todos negativos para a detecção de anticorpos anti-Leishmania 

infantum (Tabela 1B). 
 

Tabela 1A - Dados clínicos dos cães naturalmente infectados com LV 

Sexo Sinais clínicos ELISA/densidade 
optica> 0.270 

Fêmea Onicogrifose, lesões cutâneas, 
linfadenopatia 

0,630 

Macho Lesões cutâneas, caquexia, 
onicogrifose 

0,681 

Fêmea Onicogrifose, caquexia, lesões 
perioculares 

0,430 

Macho Linfadenopatia, onicogrifose, 
caquexia 

0,510 

Macho Linfadenopatia, onicogrifose, 
lesão periocular 

0,480 

Fêmea Caquexia, lesões cutâneas, 
lesões perioculares 

0,365 

Fêmea Onicogrifose, linfadenopatia, 
lesões cutâneas 

0,717 

Macho Linfadenopatia, lesões 
cutâneas, caquexia 

0,919 

Macho Linfadenopatia, onicogrifose, 
lesões perioculares 

0,421 

Fêmea Onicogrifose, caquexia, lesões 
cutâneas 

0,651 

Fêmea Onicogrifose, linfadenopatia, 
lesões cutâneas 

0,420 

Macho Onicogrifose, caquexia, lesões 
cutâneas 

0,755 

Fêmea Onicogrifose, lesões cutâneas, 
lesões perioculares 

0,828 

Macho Caquexia, onicogrifose, lesões 
perioculares 

0,427 

Fêmea Onicogrifose, caquexia, lesões 
perioculares 

0,888 

Fêmea Onicogrifose, caquexia, 
linfadenopatia 

1,095 

Fêmea Onicogrifose, lesões 
perioculares e lesões cutâneas 

1,049 

Macho Onicogrifose, lesões cutâneas, 
caquexia 

1,113 

Fêmea Linfadenopatia, onicogrifose, 
caquexia 

0,738 

Fêmea Onicogrifose, lesões 
perioculares e lesões cutâneas 

1,044 

Fêmea Onicogrifose, caquexia, lesões 
cutâneas 

0,738 

Fêmea Onicogrifose, caquexia, lesões 
perioculares 

0,812 

Macho Onicogrifose, lesões cutâneas, 
linfadenopatia 

0,456 
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Tabela 1B - Dados clínicos dos cães naturalmente saudáveis 

Sexo ELISA/densidade 
optica< 0.270 

Fêmea 0,073 
Macho 0,142 
Fêmea 0,038 
Fêmea 0,035 
Macho 0,164 
Fêmea 0,051 
Macho 0,012 
Fêmea 0,013 
Macho 0,003 
Macho 0,034 
Macho 0,064 
Fêmea 0,060 
Macho 0,187 
Fêmea 0,050 
Fêmea 0,007 
Fêmea 0,025 
Fêmea 0,087 
Fêmea 0,035 

 
3.2 Atividade da arginase, concentração de NO e PGE2 

Devido aos cães sintomáticos apresentarem alta carga parasitária 

(ALVES et al., 2009) e sabendo-se que as poliaminas, derivadas do 

metabolismo da L-arginina pela arginase são necessárias para o crescimento 

do parasita, a atividade da arginase foi avaliada na cultura de macrófagos 

aderentes de linfonodo de cães naturalmente infectados com Leishmania spp. 

(n=14) e de cães saudáveis (n=11). A atividade arginase foi maior em cultura 

de macrófagos do linfonodo dos cães saudáveis (Teste de Mann-Whitney, 

p<0,05, Figura 1A). 

Em consequência da baixa atividade da arginase observada na cultura 

de macrófagos aderentes do linfonodo de cães naturalmente infectados com 

Leishmania spp., o NO foi determinado no sobrenadante dessas culturas. O 

NO foi maior no sobrenadante de cultura de macrófagos aderentes dos cães 

infectados (n=14) comparado aos saudáveis (n=11) (Teste de Mann-Whitney, 

p<0,05, Figura 1B). 

 Devido a alta produção de NO nos sobrenadantes de cultura de 

macrófagos aderentes de linfonodo de cães infectados e, sabendo-se que a 

PGE2 estimula a liberação de NO em macrófagos humanos infectados com 
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Leishmania spp. (PANARO et al., 2001), os níveis de PGE2 foram determinados 

no sobrenadante da cultura de macrófagos aderentes de cães naturalmente 

infectados (n=14) e de cães saudáveis (n=11). A PGE2 foi maior no 

sobrenadante de cultura de macrófagos aderentes dos cães infectados (Teste 

de Mann-Whitney, p<0,05, Figura 1C). 
 

    

FIGURA 1 - Atividade da enzima arginase em cultura de macrófagos aderentes de linfonodo de 
cães naturalmente infectados (n=13) e saudáveis (n=9) (A). Concentração de NO 
(B) e PGE2 (C) no sobrenadante da cultura de macrófagos aderentes de linfonodo 
de cães naturalmente infectados (n=13) e saudáveis (n=9). Os valores estão 
representados por média e desvio-padrão. (*) indica diferença estatisticamente 
significativa, teste de Mann-Whitney (p<0,05).  
 

3.3 PGE2 regula a produção de TNF-α e não afeta a produção de IL-10 

A PGE2 estimula a liberação de NO aumentando a produção de TNF-α 

(GALEA; FEINSTEIN, 1999) assim, essa citocina foi avaliada no sobrenadante 

de cultura de leucócitos totais de linfonodos de cães naturalmente infectados 

(n=9) e saudáveis (n=7), na presença ou ausência do inibidor de COX-1 e 

COX-2 indometacina (10μg/mL), de antígeno solúvel de Leishmania infantum 

(20µg/mL) e do mitógeno fitohemaglutinina (5μL/mL). O TNF-α foi detectado 

em maior concentração no sobrenadante de cultura de leucócitos totais de 

linfonodo de cães infectados na presença ou ausência de antígeno de 

Leishmania (Teste de Mann-Whitney, p<0,05,). O TNF-α diminuiu no 

sobrenadante da cultura de leucócitos totais do linfonodo de cães infectados na 

presença do antígeno e associado ao inibidor indometacina, comparado ao 

sobrenadante da cultura de células estimuladas somente com o antígeno. 

(Teste de Wilcoxon, p<0,05, Figura 2A).  
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A PGE2 é conhecida por ser um indutor importante da citocina IL-10 

(STOLINA et al., 2000) assim, essa citocina foi avaliada no sobrenadante de 

cultura de leucócitos totais do linfonodo de cães naturalmente infectados 

(n=10) e saudáveis (n=5), na presença do inibidor de COX-1 e COX-2 

indometacina (10μg/mL), associado ao antígeno solúvel de Leishmania 

infantum (20µg/mL) e do mitógeno fitohemaglutinina (5μL/mL). Os níveis de IL-

10 no sobrenadante de cultura de leucócitos totais do linfonodo foram maiores 

nos cães infectados em relação aos cães saudáveis na presença ou ausência 

do antígeno (Teste de Mann-Whitney, p<0,05, Figura 2B). A IL-10 não mostrou 

diferença no sobrenadante de cultura leucócitos totais do linfonodo de cães 

infectados na presença do antígeno e do inibidor indometacina comparado ao 

sobrenadante da cultura de células estimuladas somente com o antígeno 

(Testes de Wilcoxon, p<0,05). 

 

  

 
Figura 2 - Concentrações de TNF-α (A) e IL-10 (B) no sobrenadante de cultura 

de leucócitos totais do linfonodo, de cães naturalmente infectados e 
saudáveis na presença dos mitógeno fitohemaglutinina (5μL/mL), 
antígeno solúvel de Leishmania infantum (20μg/mL), e inibidor de 
COX-1 e COX-2 indometacina (10μg/mL) associada ao antígeno. Os 
dados estão representados como média e desvio padrão (*): indica 
diferenças estatisticamente significativas, teste de Mann-Whitney 
(p<0,05) ou teste de Wilcoxon (p<0,05).  
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4 Discussão  
Nós demonstramos uma diminuição da atividade da enzima arginase em 

cultura de macrófagos aderentes do linfonodo de cães naturalmente infectados 

com LV, associada ao aumento de NO e PGE2 no sobrenadante dessas 

culturas. Nos cães infectados a PGE2 produzida nestes macrófagos está 

regulando a produção de TNF-α. 

A baixa atividade da arginase em células aderentes de cães infectados é 

semelhante à observada em monócitos de pacientes com LV quando 

comparado a pacientes saudáveis (KUMAR et al., 2012, ROY et al., 2014). 

Este é o primeiro estudo que mostra a baixa atividade da arginase em 

macrófagos de linfonodo de cães com LVC. Estudo anterior indica alta 

atividade da arginase em granulócitos de pacientes com LV, e uma minoria de 

monócitos expressa a enzima (TAKELE et al., 2013). Futuros estudos serão 

necessários para definir qual célula está produzindo arginase na LVC. 

A baixa atividade da arginase observada em linfonodo de cães 

naturalmente infectados pode ter relação com a alta expressão de iNOS 

detectada em linfonodo cães com LV (SANCHES et al., 2014). De fato, 

observamos aumento de NO no sobrenadante dessas culturas, que atuaria 

como microbicida já que estudo anterior mostrou correlação negativa entre a 

expressão de NO e o parasitismo no linfonodo (SANCHES et al., 2014). 

O aumento da PGE2 no sobrenadante da cultura de linfonodo 

demonstrado em cães naturalmente infectados com LV confirma o papel da 

PGE2 na leishmaniose visceral, pois aumento de PGE2 já foi observado em 

sobrenadante de cultura de células esplênicas de camundongos infectados 

com L. donovani (REINER; MALEMUD, 1984) e em sobrenadante de 

macrófagos peritoneais de camundongos infectados in vitro com L. donovani 

(REINER; MALEMUD, 1985). Os macrófagos humanos infectados com L. 

infantum também produzem PGE2 (MATTE et al., 2001), que está envolvida na 

imunidade anti-Leishmania mediada por NO (PANARO et al., 2001) assim é 

possível que nos cães esse fenômeno também esteja ocorrendo e que a PGE2 
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regule a produção de NO atuando na resposta imune protetora contra outros 

patógenos intracelulares.  

Nossos resultados mostraram altos níveis de TNF-α no sobrenadante de 

cultura de leucócitos totais do linfonodo de cães infectados com sinais clínicos 

da doença, semelhante a nossos achados alta expressão de TNF-α foi 

observada no linfonodo de cães com LV (ALVES et al., 2009). O papel protetor 

dessa citocina foi observado no baço de cães com LV, onde fraca correlação 

negativa foi observada entre a expressão de TNF-α e carga parasitária no baço 

(CAVALCANTI et al., 2015), sugerindo um possível papel protetor dessa 

citocina em linfonodo em nosso estudo.  

Para investigar o efeito da PGE2 na produção de TNF-α foi realizada 

cultura de linfonodo de cães naturalmente infectados na presença de 

indometacina. A inibição da COX-1 e COX-2 diminuiu a produção de TNF-α, 

sugerindo o seu envolvimento no aumento de TNF-α. Contrastando aos nossos 

achados foi observado um aumento da TNF-α no sobrenadante de cultura de 

esplenócitos de camundongos infectados com L. donovani e tratados com o 

inibidor de Cox-2 (SAHA et al., 2014), Esta diferença pode estar relacionada ao 

modelo experimental usado, e ao tipo de inibidor de prostaglandina. 

A produção de TNF-α observada pode também estar influenciando na 

produção de NO, já que o TNF-α aumenta a produção de NO em macrófagos 

caninos (PINELLI et al., 2000).  

Já foi visto que a PGE2 é conhecida por ser um indutor importante da 

citocina IL-10 (STOLINA et al., 2000). A citocina IL-10 tem um importante papel 

regulador na LVC, sua produção já foi observada em diferentes órgãos alvos 

da doença (CORREA et al., 2007;  MICHELIN et al., 2011). Observamos 

aumento de IL-10 no sobrenadante de cultura de linfonodo de cães infectados 

quando comparado aos saudáveis, semelhante aos nossos achados aumento 

de RNAm para IL-10 foi observado em linfonodo de cães com LV (ALVES et 

al., 2009). Entretanto, na presença de indometacina não houve alteração da IL-

10. Por outro lado em macrófagos peritoneais infectados com L. donovani e 

células esplênicas de camundongos infectados a PGE2 aumentou a produção 
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de IL-10 (SAHA et al., 2014), sugerindo que a regulação da produção de IL-10 

difere nessas espécies. Outro fator que poderia estar gerando divergência nos 

resultados é tipo de inibidor de prostaglandina utilizado. 

Concluímos que a PGE2 tem papel regulador da resposta imunológica e 

na produção de citocinas na LVC. Esses resultados ajudam a esclarecer o 

mecanismo da resposta imunológica na LVC.   
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