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RESUMO 

 

O sistema nervoso central é composto por encéfalo e medula espinhal, ao passo que 

gânglios nervosos e nervos constituem o sistema nervoso periférico. Lesões 

inflamatórias na medula espinhal relacionadas à Leishmaniose Visceral são pouco 

descritas na literatura humanos ou animais. O presente estudo tem como objetivo 

caracterizar a distribuição e intensidade da inflamação encefálica e medular de cães 

naturalmente infectados por Leishmania infantum. Além disso, verificar a presença e 

distribuição de linfócitos TCD3 e investigar possíveis vias de migração destas células 

na medula espinhal de cães acometidos por Leishmaniose Visceral.  Para tanto, foi 

realizada uma revisão bibliográfica consultando plataformas de bases de dados 

como PubMed, LILACS, SciELO, Google Scholar e Portal de Periódicos CAPES, 

com ênfase em artigos publicados entre os anos de 2000 a 2022, que abordavam as 

alterações neurológicas relacionadas à Leishmaniose, além de outros protozoários, 

afim de explanar as funções fisiológicas e patológicas das barreiras pertencentes ao 

sistema nervoso central e periférico, e as possíveis vias de migração leucocitária e 

entrada de agentes infecciosos no sistema nervoso.  
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PELLISSARI, M. C. C. Inflammatory reaction in the central nervous system of 
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lymphocytes in the spinal cord. 2023. 72 f. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de 
Medicina Veterinária, Universidade Estadual Paulista, Araçatuba, 2023. 
 

ABSTRACT 

 

The central nervous system is composed of the encephalon and spinal cord, whereas 

nerve ganglia and nerves constitute the peripheral nervous system. Inflammatory 

lesions in the spinal cord related to Visceral Leishmaniasis are poorly described in 

human or animal literature. The present study aims to characterize the distribution 

and intensity of brain and spinal cord inflammation in dogs naturally infected with 

Leishmania infantum. In addition, to verify the presence and distribution of TCD3 

lymphocytes and investigate possible migration pathways of these cells in the spinal 

cord of dogs affected by Visceral Leishmaniasis.  To this end, a literature review was 

carried out consulting database platforms such as PubMed, LILACS, SciELO, Google 

Scholar and CAPES Periodical Portal, with emphasis on articles published between 

the years 2000 and 2022, which addressed the neurological changes related to 

Leishmaniasis, as well as other protozoa, in order to explain the physiological and 

pathological functions of the barriers belonging to the central and peripheral nervous 

system, and the possible routes of leukocyte migration and entry of infectious agents 

into the nervous system.  

 

Keywords: Leishmania. Myelitis. Encephalitis. T lymphocytes. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 Inflamação do Sistema Nervoso Central  

O sistema nervoso é constituído por encéfalo, medula espinal e ramificações 

nervosas (nervos e gânglios). Encéfalo e medula espinal compõem o sistema 

nervoso central (SNC), enquanto os gânglios nervosos e nervos constituem o 

sistema nervoso periférico (SNP) 

O sistema nervoso central (SNC) é considerado um órgão imuno-privilegiado 

devido à Barreira Hemato-Encefálica (BHE) e ao número relativamente reduzido de 

linfócitos (imunovigilância periférica), encontrados no parênquima cerebral. No 

entanto, no contexto da inflamação crônica, há evidências que sugerem a entrada de 

células imunes periféricas no SNC, como monócitos, os quais são altamente 

fagocíticos e se proliferam e se diferenciam ao redor de áreas que sofreram injúrias, 

com o objetivo de fagocitar patógenos e debris celulares (DIONISIO-SANTOS; 

OLSCHOWKA; O’BANION, 2019).  

Em condições fisiológicas, as barreiras limitam a imunovigilância de linfócitos 

T periféricos, impedindo que estes atravessem para o tecido nervoso, promovendo 

danos através de uma resposta imune adaptativa exacerbada (CROESE; 

CASTELLANI; SCHWARTZ, 2021). Assim, células residentes do tecido nervoso, 

responsáveis pela imunidade inata, como as células gliais, astrócitos e micróglia, 

são as principais responsáveis pela imunovigilância no SNC, podendo reagir ao 

aumento de mediadores inflamatórios (citocinas e quimiocinas), à indutores 

exógenos (padrões moleculares associados a patógenos, PAMPs) ou endógenos 

(padrões moleculares associados a danos (DAMPs) (KIGERL et al., 2014). 

Apesar dos mecanismos de proteção das barreiras, sabe-se que o sistema 

nervoso é suscetível aos efeitos da inflamação crônica sistêmica, bem como à 

invasão de patógenos, e pode desenvolver resposta imune inata e adaptativa 

específicas (CROESE; CASTELLANI; SCHWARTZ, 2021). A presença crônica de 

mediadores pró-inflamatórios na circulação sistêmica pode promover alterações nas 

barreiras cerebrais, permitindo a infiltração de células imunes periféricas, como 

linfócitos e monócitos, entre outras, além dos patógenos (RANSOHOFF; BROWN, 

2012). Ainda, os mediadores inflamatórios promovem a ativação da micróglia e 

astrócitos, que passam a produzir imunomoduladores e expressar receptores 
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relacionados à imunidade inata, como os receptores para sistema complemento ou 

receptores do tipo Toll (TLRs) (RANSOHOFF; BROWN, 2012). A micróglia, cuja 

função é análoga a de macrófagos periféricos, é responsável pela remoção de 

debris celulares e patógenos por meio da fagocitose, e, ao ser ativada, produz uma 

série de mediadores pró ou anti-inflamatórios, incluindo citocinas, proteínas 

neurotóxicas, quimiocinas e fatores neurotróficos (DIONISIO-SANTOS; 

OLSCHOWKA; O’BANION, 2019). 

A entrada de agentes infecciosos no sistema nervoso central pode ocorrer via 

hematógena, como no caso de bactérias, via infecção de células endoteliais ou 

através da BHE pela entrada de células mononucleares infectadas. Algumas áreas 

do SNC possuem capilares fenestrados, como o plexo coroide e órgãos 

circunventriculares, por onde agentes infecciosos podem ter acesso ao cérebro 

diretamente (GIANNUZZI et al. 2017). 

Lesões traumáticas da medula espinal resultam em danos diretos nos 

axônios, corpos celulares neuronais e na glia, que causam perdas funcionais abaixo 

do local de lesão. A inflamação na medula espinal é uma resposta complexa que 

envolve células residentes do sistema nervoso central, bem como infiltrações de 

células imunes, e é mediada por uma variedade de vias moleculares e moléculas de 

sinalização (DAVID; ZARRUK; GHASEMLOU, 2012).  

O sistema nervoso central, similarmente aos outros tecidos, também possui 

um sistema imune inato, representado por receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs), como receptores Toll-like (TLRs), os quais são capazes de reconhecer 

certas estruturas moleculares, patógenos ou alterações de constituintes teciduais. 

(VANDEVELDE et al. 2012).  

Os efeitos da inflamação sistêmica adaptativa na função do SNC pode ter 

efeitos benéficos, quando ocorre uma resposta inflamatória controlada, ou pode ter 

efeitos deletérios, quando a inflamação persiste de maneira descontrolada e é 

exacerbada devido à presença contínua de citocinas pró-inflamatórias, ou pela falha 

ou inibição de citocinas antiinflamatórias (PERRY, 2007). 
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1.2 Barreiras do Sistema Nervoso Central  

 

1.2.1 Barreira Hemato-encefálica (BHE) 

Histologicamente, a barreira hemato-encefálica é uma unidade neurovascular 

especializada composta por diversas camadas: um glicocálix contínuo e espesso, 

células endoteliais não-fenestradas com reduzida atividade vesicular e conectadas 

por junções oclusivas; duas membranas basais (a endotelial e a dos astrócitos da 

glia limitante interna, além dos pés terminais de astrócitos. Ao nível molecular, há 

ectoenzimas, receptores e moléculas transportadoras nas diversas camadas, as 

quais regulam ou revertem o trânsito de moléculas através da BHE. Juntos, tais 

elementos fornecem um microambiente estável ao SNC, o qual é único pelos 

seguintes motivos: composição iônica diferencial, necessária para a função 

neuronal; um pool de neurotransmissores especializados; baixa concentração 

proteica pada minimizar a proliferação celular; baixa exposição a toxinas sistêmicas, 

para minimizar danos neuronais, e reduzido transporte de células e moléculas 

inflamatórias, para minimizar a inflamação local, em condições normais. Mudanças 

na permeabilidade da BHE podem ser relacionadas ou não à ruptura em si ou ao 

aumento da permeabilidade da mesma. Quando ocorre a ruptura da BHE, esta é 

acompanhada por danos endoteliais ou nas junções oclusivas, além de danos aos 

astrócitos, ao passo que quando não ocorre a ruptura, as mudanças ocorrem à nível 

molecular, como por exemplo alterações enzimáticas. (Fig. 1) (VARATHARAJ; 

GALEA, 2017). 
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Figura 1 - Representação esquemática das alterações que ocorrem na BHE em 

situações de ruptura ou não-ruptura.  

 

As mudanças quando ocorre a ruptura ocorre a nível histológico, com alterações nas junções 
oclusivas, denudação do glicocálix, aumento do tráfico vesicular, re-indução da fenestração capilar, 
disfunção da glia limitante, astropatias em associação com mudanças endoteliais. Já quando não 
ocorre a ruptura, as alterações ocorrem à nível molecular, e são a produção de citocinas pelas células 
endoteliais, aumento de receptores endoteliais e moléculas transportadoras, modulação da função 
dos astrócitos e aumento da invação de patógenos.  

Fonte: VARATHARAJ, GALEA, 2017. 

 

1.2.2  Barreira Hemato-liquórica (BHL) 

A barreira hemato-liquórica (BHL) consiste em uma camada simples de 

células ependimárias localizadas revestindo o plexo coroide (PC), que garantem a 

separação entre o plasma e o líquor. É responsável por vedar a passagem de 

substâncias sanguíneas para o líquor por meio de difusão passiva, de forma que a 

passagem de substâncias ocorre unicamente por canais de proteínas 

transmembrana, de forma semelhante a BHE (HAQQANI et al., 2011). Com um fluxo 

sanguíneo rápido (10x maior que no cérebro) e capilares altamente permeáveis, o 

PC humano fornece ao SNC uma elevada taxa de renovação de fluido contendo 

micronutrientes, peptídeos e hormônios para redes neuronais. O movimento de 

proteínas/peptídeos através da BHL é muito limitado, ocorrendo por vias 
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paracelulares através de junções oclusivas incompletas e pinocitose/exocitose 

transcelular de baixa capacidade. As células da BHL também são unidas na porção 

apical por junções do tipo oclusivas e separadas por uma fina membrana basal. Sua 

função é fundamental, visto que o líquor tem acesso a todo o SNC e medula espinal 

por meio do espaço perivascular (JOHANSON; STOPA; MCMILLAN, 2010). 

 

1.2.3 Barreira Hemato-medular (BHM) 

A barreira hemato-medular é uma estrutura fundamental para a ocorrência de 

reações inflamatórias na medula espinhal. Esta ainda necessita de mais 

investigações sobre seu papel nas desordens neurológicas medulares, e ainda é 

considerada como uma extensão da BHE, porém, possuem componentes estruturais 

similares com diferenças funcionais que podem diferir quanto ao seu papel nas 

desordens medulares (CHOPRA et al., 2021).  

 A função dos capilares da barreira hemato-medular (BHM) é baseada em um 

sistema especializado de células endoteliais não fenestradas e estruturas 

acessórias, incluindo a membrana basal, pericitos e pés terminais de astrócitos. A 

interação destas estruturas constitui as funções regulatórias e protetoras da BHM 

(BARTANUSZ et al., 2011) (Figura 2). 

 As células da BHM são responsáveis por restringir ou permitir a entrada de 

moléculas do sangue para a medula espinhal. A membrana basal desempenha um 

papel no bloqueio da entrada de macromoléculas, fornecendo integridade estrutural 

para as células e as separando dos pericitos, cuja função é associada a proliferação, 

migração e diferenciação das células endoteliais. Adjacente à lâmina basal, os 

processos astrocíticos mantêm a integridade funcional e estrutural das 

características da barreira, como polaridade e permeabilidade (CHOPRA et al., 

2021).  

 As proteínas das junções oclusivas que compõem a BHM são principalmente 

a claudina-1, claudina-5 e ocludina, assim como proteínas que compõem a Zonula 

occludens (ZO-1). A maior permeabilidade da BHM tem sido atribuída a níveis 

reduzidos de proteínas específicas, como a ocludina e ZO-1 (CHOPRA et al., 2021). 

Estudos atestaram maior permeabilidade de citocinas inflamatórias como intérferons 

(IFNs)  e o fator de necrose tumoral  alfa (TNF-α) na medula espinhal em relação ao 

encéfalo (PAN; BANKS; KASTIN, 1997).  
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Figura 2 - Representação esquemática dos principais componentes da barreira 

hemato-medular (BHE).  

 

 
 
As artérias vertebrais (não mostradas) e artérias radiculomedulares segmentadas que constituem o 
sistema que fornece suporte sanguíneo às artérias espinhais posteriores e anteriores. A barreira da 
medula espinhal consiste de células endoteliais não fenestradas ligadas por junções oclusivas, lâmina 
basal, pericitos e pés terminais de astrócitos.  
Fonte: BARTANUSZ et al. 2011. 
 

          

1.2.4 Barreira Hemato-Neural (BHN) 

 A barreira hemato-neural (BHN) é uma barreira seletiva formada pelas células 

endoteliais dos capilares do SNP tipicamente circundada por prolongamentos 

astrocíticos, localizada entre o perineuro e os capilares endoneurais (KIM et al., 

2006). Estruturalmente, é muito semelhante a BHE e BHM, porém é considerada 

mais permeável, devido a menor quantidade de junções oclusivas entre as células 

(KAPLAN; CHOW; GU, 2020).  Os astrócitos desempenham um papel crítico na 

indução e manutenção da BHN, regulando positivamente proteínas a transcrição das 

proteínas de junções oclusivas e de proteínas transportadores (KIM et al., 2006).  

Portanto, deve-se considerar a possibilidade de entrada de leucócitos e 
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agentes infecciosos através da barreira hemato-neural (BHN), devido ao contato 

direto do endotélio microvascular do endoneuro com a circulação sanguínea 

sistêmica. Alterações estruturais nos vasos endoneurais ou interações com 

leucócitos hematógenos são descritas em diversos casos de neuropatias periféricas 

em humanos, e pode ser um fator que contribui na fisiopatogenia de doenças 

infecciosas, visto que a BHN é uma interface crucial entre a circulação sistêmica e o 

compartimento interno de nervos periféricos e raízes nervosas que emergem da 

medula espinhal (UBOGU, 2021).  Além disso, fibras nervosas mielinizadas 

possuem uma barreira adicional, a barreira de mielina, formada pelo mesaxônio, 

incisuras de Schmidt-Lantermann e a região perinodal, nos quais se encontram 

proteínas de junções oclusivas como claudinas e ocludinas (Figura 3) (REINHOLD; 

RITTNER, 2016).  

 

Figura 3 - Representação esquemática das barreiras do SNP 

 

Observar a BHN, que consiste nas células endoteliais de vasos perineurais e endoneurais, com 

junções oclusivas, e a BM, formada pelo mesaxônio, incisuras de Schmidt-Lantermann e a região 

perinodal. 

Fonte: REINHOLD; RITTNER (2016) 
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1.3 Células da glia: Astrócitos e micróglia 

As funções dos astrócitos incluem a participação na manutenção da barreira 

hematoencefálica e hemato-liquórica, regulação do fluxo sanguíneo, metabolismo 

energético, suporte antioxidativo, homeostase hidroeletrolítica, e defesa imune 

formando a glia limitante externa na base da pia-máter, transmissão sináptica e 

neurogênese (OBERHEIM; GOLDMAN; NEDERGAARD, 2012). Os efeitos da 

heterogeneidade regional dos astrócitos sob as funções anteriormente citadas têm 

sido amplamente investigados. Astrócitos protoplasmáticos predominam por toda a 

substância cinzenta, e sua morfologia caracteriza-se por numerosos prolongamentos 

que originam delicadas ramificações dispostas de forma globoide e uniforme. Já os 

astrócitos fibrosos são comumente encontrados na substância branca, e exibem 

morfologia de longos processos semelhantes a fibras. Ambos os subtipos fazem 

contato extenso com vasos sanguíneos (SOFRONIEW; VINTERS, 2009).  

A micróglia, sensores constantes às mudanças no microambiente do SNC, 

possui funções como restabelecer a homeostase, mas também servem como células 

imunes primárias do SNC, regulando a resposta imune inata e a função dos 

astrócitos reativos, determinando suas funções como neuroprotetoras ou 

neurotóxicas. Por outro lado, os astrócitos secretam moléculas que regulam os 

fenótipos e funções da micróglia, desde a motilidade até sua atividade fagocítica. 

Portanto, a interação microglia-astrócitos é fundamental para a manutenção da 

homeostase e detecção de distúrbios no SNC (JHA et al., 2019). 

 

1.4 Linfócitos T no tecido nervoso 

Durante a imunovigilância, células T podem patrulhar as regiões periféricas 

relacionadas ao SNC (ventrículos, plexo coroide e leptomeninges), que são sítios 

mais expostos e menos restritos que o parênquima do tecido nervoso, e detectar 

alterações. Enquanto o acesso ao parênquima do SNC é restrito em condições 

normais, diversos processos podem iniciar a invasão de células T ao parênquima. 

Tais células são incapazes de reconhecer antígenos nativos, mas reconhecem 

pequenos peptídeos ligados à molécular do complexo MHC e apresentadas na 

superfície de células apresentadoras de antígenos (APCs). Macrófagos associados 

às fronteiras (BAMs), células dendríticas (DCs), células linfoides inatas (ILCs), 

células T, monócitos e granulócitos fazem parte da interface imune entre o 
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parênquima e o ambiente externo ao SNC. Somente células que foram ativadas 

sistemicamente antes de entrarem no parênquima nervoso são capazes de invadí-lo, 

e se acumular nas meninges e ao redor de vasos, enquanto células T em repouso 

são incapazes de adentrar a BHE (MUNDT et al., 2019). 

Células T que adentram o SNC por via hematógena podem se utilizar de três 

rotas: vasos do plexo coroide, das leptomeninges ou do parênquima propriamente 

dito. Qual via tais células imunes podem utilizar para a imunovigilância do SNC ou 

quando elas podem iniciar um processo autoimune, como em casos de esclerose 

múltipla em humanos, ainda continua em debate entre autores (MUNDT et al., 2019; 

PINHEIRO et al., 2016; ZHU; PAUL, 2009). 

 

1.5 Resposta imune durante a leishmaniose visceral 

No que diz respeito à resposta imune inata, a Leishmania spp. desenvolveu 

estratégias para perpetuar a infecção e reprodução em células infectadas. Um dos 

mecanismos é conhecido como o uso da apoptose de células infectadas a seu favor, 

uma vez que parasitos mortos induzem a exposição de fosfatidilserina, um 

fosfolipídeo de membrana que sinaliza a fagocitose de corpos apoptóticos. O 

reconhecimento da fosfatidilserina presente na membrana celular de parasitos 

mortos favorece a “invasão silenciosa” de novas células e induz a produção de 

citocinas antiinflamatórias como TGF-β. Além disso, o parasito retarda a apoptose 

de neutrófilos, inibindo a síntese de caspase-3 e de proteínas anti-apoptóticas. Este 

fenômeno é essencial para que haja mais células apresentadoras de antígenos 

(APCs) no local de infecção e o parasito possa infecta-las, ou seja, enquanto outros 

parasitos intracelulares têm mecanismos de evasão do sistema imune, a Leishmania 

spp. deve cooperar com diferentes moléculas efetoras do sistema imune inato para 

sobreviver (CECÍLIO et al. 2014).  

Enquanto o a resposta imune inata do hospedeiro contra a leishmaniose é 

importante, é agora claro que a imunidade mediada por células T e as citocinas 

produzidas a partir de várias células imunes têm um papel crucial na determinação 

do resultado da doença. Neste contexto, o fenômeno conhecido como “dicotomia de 

Th1-Th2" tornou-se popular com base no papel das citocinas produzidas por estas 

células na progressão da doença e/ou proteção do hospedeiro (DAYAKAR et al., 

2019). 
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As células TCD4, conhecidas como células T auxiliares, regulam a resposta 

imune celular e humoral adequadas a uma vasta gama de agentes patogénicos e 

envolvem-se no progresso de muitas doenças, como a LV, pela produção de células 

B, hipergamaglobulinemia e depósito de imunocomplexos. Elas recrutam e ativam 

outras células imunes incluindo células B, células CD8 T, macrófagos, mastócitos, 

neutrófilos, eosinófilos e basófilos. Com base nas suas funções, no seu padrão de 

secreção de citocinas e na expressão de fatores específicos de transcrição, as 

células, diferenciadas das células TCD4 ativadas são classificadas em quatro 

linhagens principais, células Th1, Th2, Th17 e T reguladoras (Treg) (ZHANG et al., 

2014). 

A recuperação do hospedeiro na LV é dependente principalmente da resposta 

Th1, na qual há indução da produção de células T pela interleucina-12 (IL-12) de 

células dendríticas e macrófagos. Células T ativadas produzem óxido nítrico (NO), o 

qual é responsável pela destruição do parasito (BACELLAR et al., 1996; DAYAKAR 

et al., 2019; GHALIB et al., 1995). 

No que diz respeito à ação de citocinas na Leishmaniose Visceral Canina 

(LVC), aquelas relacionadas à progressão da doença são IL-4 e IL-10, as quais 

desativam macrófagos e suprimem a resposta imune Th1, ou seja, a resposta imune 

celular responsável pela fagocitose de amastigotas (SAMANT et al., 2021); a IL-6, 

que estimula a hipergamaglobulinemia e, portanto, aumenta a deposição de 

complexos imunes em diversos órgãos vitais que contribuem para a piora do quadro 

clínico do animal (LIMA et al., 2003); a IL-10 em sinergia com o fator de crescimento 

TGF-β, o qual inibe a proliferação de células T e a ativação de  macrófagos, a 

expressão de iNOS, TNF-α e IFN-Ϫ (DAYAKAR et al., 2019). Já as citocinas 

envolvidas na proteção do hospedeiro são o IFN-γ, o qual ativa macrófagos, e, 

portanto, a destruição de formas amastigotas de Leishmania spp. em colaboração 

com TNF-α e a IL-2, responsável pela ativação de iNOS; a IL-12 e IL-15, as quais 

estimulam a expressão de T-bet, um fator de transcrição  que regula a expressão de 

quimiocinas na resposta imune celular (LAZAREVIC; GLIMCHER, 2011) e modulam 

a expressão da proteína de morte celular programada (PD-1) em linfócitos (COSTA 

et al., 2020). 

Há relatos em humanos sobre o papel da IL-15, a qual ativa ambas respostas 

Th1 e Th2 e demonstra um papel pleiotrópico, induz a proliferação de células T, inibe 
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a apoptose, preserva células T de memória e a maturação de células B. Outra 

citocina que possui papel duplo na imunologia durante a LV humana é a IL-17, a 

qual induz a produção de TNF-α, IL-1 e quimiocinas; afeta a função de neutrófilos, 

reduzindo a apoptose, além de induzir a produção de IL-6 (DAYAKAR et al., 2019). 

 

1.6 Encefalite e mielite por protozoáriarios 

As manifestações neurológicas por protozoários têm sido reportadas em 

humanos em casos de infecções por Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e 

espécies de Leishmania como L. amazonensis e L. infantum em humanos, 

principalmente em regiões tropicais nas quais tais doenças afetam 

desproporcionalmente populações de baixa renda. Apesar de algumas doenças 

terem manifestações neurológicas conhecidas, como nos casos da doença de 

Chagas, muitas outras recebem pouca atenção com relação às complicações 

neurológicas e devem ser reconhecidas para fornecer maiores informações às 

populações mais vulneráveis como turistas e emigrantes de áreas endêmicas 

(BERKOWITZ et al., 2015). 

Com relação à doença de Chagas, ou Tripanosomíase americana, causada 

pelo protozoário Trypanosoma cruzi, é conhecida por apresentar a forma aguda e 

crônica. O achado histopatológico fundamental associado à forma nervosa aguda da 

doença é a encefalite multifocal, geralmente apresentando necrose associada a 

presença de numerosas formas amastigotas do parasito. A reativação de encefalite 

crônica na doença de Chagas, embora pouco comum, foi notificada em pacientes 

imunossuprimidos com neoplasias malignas do sistema hematopoiético-linfoide. 

(PITELLA, 2009). Os achados histopatológicos mais comuns descritos nesta forma 

da doença são infiltrados inflamatórios mononucleares multifocais sem a presença 

do parasito, distribuída discretamente pelo tecido nervoso do paciente chagásico. 

Normalmente, há envolvimento desta forma crônica da doença com a forma cardíaca 

crônica (PITELLA; MENEGUETTE; BARBOSA, 1993).  

Um amplo espectro de manifestações motoras pode ocorrer em estágios 

tardios da tripanosomíase humana africana. Tremores nas mãos e língua, 

incoordenação de movimentos da cabeça, tronco e membros, paralisia de membros 

posteriores também pode acontecer como resultado do envolvimento da medula 

espinhal (mielite ou mielopatia) ou neuropatia motora periférica. Também há relatos 
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de distúrbios sensoriais como hiperestesia profunda, anestesia e prurido, além de 

alterações mentais, distúrbios de sono e envolvimento visual como a neurite óptica 

(KENNEDY, 2008). Os modelos animais de tripanossomíase africana crônica são 

relevantes para estudar como os tripanossomas atravessam o BHE e invadir o 

parênquima cerebral, a neuropatogénese do tripanossomíase africana e também 

para avaliar ou conceber novas estratégias de tratamento para a fase tardia da 

tripanossomíase africana. Trypanosoma brucei (TB) migra para fora dos vasos 

sanguíneos cerebrais para invadir o parênquima cerebral deixando a BHE intacta. 

Semelhante a invasão linfocitária do sistema nervoso, as composições das 

membranas basais de vasos intracerebrais têm um papel decisivo na determinação 

dos locais de penetração de TB no cérebro. O IFN-γ, por um lado, está envolvido no 

controle imunológico da infecção, por outro lado, facilita a passagem de 

Trypanosoma brucei até o parênquima através da membrana basal da BHE 

(KENNEDY, 2008). 

O acometimento de nervos periféricos também foi descrito recentemente em 

equinos naturalmente infectados por Trypanosoma equiperdum, que causa a Durina, 

uma doença venérea dos equinos. Foram observadas alterações em nervos 

periféricos, gânglios e medula espinhal, levando à degeneração axonal.  Lesões 

histopatológicas foram mais graves nos nervos periféricos (e gânglios associados) e 

consistentes em todos os animais.  Nos nervos afetados, infiltração multifocal de 

linfócitos, plasmócitos e macrófagos foram encontrados entre os axônios de 

fascículos nervosos, com variável edema axonal e fragmentação (YASINE et al., 

2019). 

A toxoplasmose é a infecção oportunista mais comum que afeta seres 

humanos com AIDS, a qual é causada pelo protozoário intracelular obrigatório 

Toxoplasma gongii (MAJMUNDAR et al., 2019). Os principais achados de biópsias 

em humanos incluem inflamação crônica com a presença de taquizoítos, por vezes 

presença de cistos com bradizoítos e algumas vezes havia concomitância com 

pacientes com HIV. Os protozoários podem então atingir uma série de sítios-alvo de 

infecção, sendo uma delas o SNC. A infecção inicial pode muitas vezes apresentar 

uma linfadenopatia discreta ou pode também ser assintomática. A infecção torna-se 

reativada quando há imunossupressão severa com linfócitos CD4+ contando menos 

de 200 células/ml, o que justifica a sua forte associação com a HIV. A encefalite por 

Toxoplasma é uma síndrome bem estudada e observada em casos de 
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imunossupressão. No entanto, na medula espinal o envolvimento não é uma 

apresentação tão comum, e a infecção da medula espinal raramente é vista sozinha. 

(KUNG et al., 2011; MAJMUNDAR, et al, 2019). 

A malária é a infecção com um ou mais de quatro possíveis espécies de 

Plasmodium sp. adquiridas por seres humanos quando um mosquito Anopheles 

fêmea inocula os protozoários parasitas através da pele. Apenas Plasmodium 

falciparum invade o SNC, causando malária cerebral, apesar de relatórios 

crescentes de que Plasmodium vivax, pode produzir malária cerebral, anemia, e 

problemas respiratórios (PICOT; BIENVENU, 2009). A neuropatologia de malária 

cerebral consiste em edema cerebral difuso, hemorragias localizadas na substância 

branca cerebral, e ligação de capilares cerebrais e vênulas por eritrócitos infectados; 

pigmentação com hemozoina é bastante típico (ROMÁN, 2011).  

 

1.7 Comprometimento do tecido nervoso central e periférico na 

leishmaniose visceral 

Nos pacientes humanos com leishmaniose, a ocorrência de neuropatia 

periférica é mais comum do que as manifestações relacionadas com o SNC. 

Recentemente, Llanos-Cuentas e colaboradores (2013) resumiram o principal dano 

neurológico em pacientes com leishmaniose cutânea (LC) e visceral (LV) como 

sendo (i) neuropatia periférica desmielinizante imunomediada em LV, (ii) neuropatia 

periférica em CL devido a envolvimento direto parasitário com o nervo ou bainha 

nervosa, (iii) envolvimento do SNC por disseminação hematógena em LV ou 

contiguidade próxima em ML, e (iv) neuropatia associada a tratamentos 

leishmanicidas (MAIA et al., 2015). Assim, a leishmaniose visceral deve ser 

considerada como um dos diagnósticos diferenciais para tanto para humanos quanto 

para cães com sinais de afecções neurológicas, tanto centrais quanto periféricas, em 

regiões endêmicas (GIANUZZI et al., 2017; ZOBBA et al., 2017).  

Um estudo realizado com 288 pacientes humanos com Leishmaniose cutânea 

mostrou que 5% dos pacientes apresentavam inflamação perineural constituída por 

linfócitos ou uma mistura de linfócitos, plasmócitos e macrófagos. Quatro pacientes 

apresentavam neurite, num deles a inflamação granulomatosa estava associada à 

destruição nervosa; e foram observadas formas de amastigotas dentro dos nervos 

em dois pacientes (KUBBA et al., 1987). 
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Outros poucos relatos bem documentados em humanos referem-se 

principalmente à meningoencefalite e às manifestações oculares (LLANOS-

CUENTAS; VALENCIA; PETERSEN, 2013; PETERSEN; GREENLEE, 2011). Em um 

estudo com doentes com LV da África Oriental relatou que os parasitas se propagam 

para o SNC, principalmente para as meninges cerebrais, no líquido cefalorraquidiano 

(LCR) e os endotélios dos vasos da meninge.  

Em cães infectados por L. infantum, a taxa de prevalência de sintomas 

neurológicos na cidade de Araçatuba, Brasil, foi estimada em 4% (FEITOSA et al., 

2000). Deve-se notar que estes sintomas são muito genéricos, e, portanto, torna-se 

difícil associar estas anomalias neurológicas à infecção por Leishmania spp. Estudos 

post-mortem revelaram que os sinais de alterações cerebrais são frequentemente 

encontrados em cães que não apresentavam qualquer sinal de doença neurológica 

(MELO et al., 2009).  

Quanto aos mecanismos envolvidos nas alterações neurológicas durante a 

leishmaniose canina, os trabalhos sugerem a participação da imunidade humoral e 

celular (MELO et al., 2009, 2013; MELO; MACHADO, 2011). Além disso, além de 

uma intensa infiltração inflamatória composta principalmente por linfócitos TCD3, 

macrófagos, plasmócitos e neutrófilos no plexo coroide, meninges e parênquima de 

animais, foi observada uma marcada ativação astrocítica e microglial associada à 

proliferação de células microgliais em áreas cerebrais de cães infectados (MELO; 

MACHADO, 2011). 

Oliveira e colaboradores (2017) também observaram lesões no encéfalo e 

medula de cães acometidos por LV. Dentre os 48 cães analisados, 31 possuíam 

reação inflamatória no encéfalo e um cão apresentou mielite, com presença de 

formas amastigotas de Leishmania spp. na substância branca cervical.  

 

1.8  Justificativa 

O presente trabalho justifica-se pelo fato de haver poucos estudos sobre a 

patogenia da LVC no SNC, particularmente no que diz respeito às lesões 

observadas na medula espinhal, tendo em vista a diversidade na permeabilidade das 

diferentes barreiras encefálicas, e a maior permeabilidade descrita para a BHM, 

podemos supor que existem lesões inflamatórias mais acentuadas na medula 

espinhal. 
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1.9 Objetivos 

Caracterizar a distribuição e intensidade da inflamação em regiões do 

encéfalo e medula espinhal em cortes corados por HE, e verificar, pela análise 

imuno-histoquímica, a presença e distribuição de linfócitos TCD3+ e possíveis vias 

de migração destas células na medula espinhal de cães com leishmaniose. Além 

disso, verificar a presença de formas amastigotas de Leishmania spp na medula 

espinhal dos cães. 
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2.1 Resumo 

Lesões inflamatórias na medula espinhal são pouco descritas em cães 

naturalmente infectados por L.infantum. O presente estudo tem como objetivo 

caracterizar a reação inflamatória em regiões do encéfalo e na medula cervical, 

torácica e lombar de cães acometidos pela Leishmaniose Visceral (LV), em cortes 

corados por hematoxilina-eosina e de análise imuno-histoquímica para identificar a 

distribuição e intensidade de linfócitos TCD3, além de pesquisar a presença de 

formas amastigotas do parasito. Os animais foram divididos em três grupos: grupo 1: 

Cães com LV e com inflamação medular e encefálica; grupo 2: Cães com LV sem 

inflamação medular e com inflamação encefálica, e grupo 3, Cães com LV sem 

inflamação encefálica ou medular, com o intuito de avaliar possíveis vias de 

migração leucocitária até a medula espinhal de cães infectados. Neste estudo 

observamos que lesões inflamatórias são frequentes no sistema nervoso central e 

periférico de cães com leishmaniose. A coroidite e meningite encefálicas, meningite 

medular e perineurite foram mais frequentes. Dois cães apresentaram mielite. Os 

linfócitos TCD3 foram observados compondo o infiltrado inflamatório em nervos 

periféricos, leptomeninges e parênquima da medula espinhal, com distribuição 

perivascular de intensidades variando entre discreta e intensa. O segmento da 

medula cervical e lombar foram os que tiveram maior reação inflamatória. Na 

avaliação imuno-histoquímica para pesquisa de Leishmania sp., não foram 

observadas formas amastigotas do parasito na medula espinhal dos animais. 

Palavras-chave: Leishmania, mielite, neurite, linfócitos T. 

 

2.2 Abstract 

Inflammatory lesions in the spinal cord are poorly described in dogs naturally 

infected by L.infantum. This study aims to characterize the inflammatory reaction in 

different areas of the encephalon and the cervical, thoracic, and lumbar spinal cord of 

dogs affected by Visceral Leishmaniasis (VL), in sections stained by hematoxylin-

eosin and immunohistochemical analysis to identify the intensity of inflammation and 

distribution and quantity of TCD3 lymphocytes. Also, the presence of amastigotes of 

was investigated. The animals were divided into three groups of infected dogs: group 

1: VL dogs with spinal cord and brain inflammation; group 2: VL dogs without spinal 
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cord inflammation and with brain inflammation, and group 3, VL dogs without brain or 

spinal cord inflammation. In this study we observed that inflammatory lesions are 

frequent in the central and peripheral nervous system of dogs with visceral 

leishmaniasis. Encephalic choroiditis and meningitis, medullary meningitis, and 

perineuritis were most frequent morphological changes. Two dogs from group 1 

presented mielitis. TCD3 lymphocytes were observed composing the inflammatory 

infiltrate in peripheral nerves, leptomeninges, and spinal cord parenchyma, with 

perivascular distribution of intensities ranging from mild to intense. The cervical and 

lumbar spinal cord segments had the most inflammatory reaction. In the 

immunohistochemical evaluation for Leishmania sp. investigation, no amastigote 

forms of the parasite were observed in the spinal cord of the animals. 

Keywords: Leishmania. Myelitis. Neuritis. T lymphocytes. 

 

2.3 Introdução1 

 A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doença infecciosa e zoonótica, causada 

pelo protozoário Leishmania infantum, da classe Kinetoplastida e família 

Trypanosomatidae. Cães domésticos são considerados os principais reservatórios 

para a infecção humana. [1]. 

 A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) abrange um amplo espectro de 

manifestações clínicas, tais como anemia, perda de peso, hepatomegalia, 

esplenomegalia, linfadenopatia generalizada, alterações renais e hepáticas, lesões 

cutâneas [2].  Apesar da diversidade de sinais clínicos, manifestações neurológicas 

durante a infecção pela Leishmania infantum são pouco descritas. Entretanto, sinais 

neurológicos como convulsões, deficiências motoras, andar em círculos, tremores, 

vocalização, hemiparesia/hemiplegia e tetraplegia têm sido reportados em cães 

acometidos por LV [3,4,5]. Assim, a leishmaniose visceral deve ser considerada 

como um dos diagnósticos diferenciais para cães com afecções neurológicas em 

regiões endêmicas [4,6] visto que esta doença possui diferentes protocolos de 

tratamento e prognósticos a serem considerados por médicos veterinários.  

 Em seres humanos foram descritas anormalidades neurológicas em até 46% 

dos pacientes com VL. Os pacientes reportavam sensação de queimação nos pés, 

 
1 Normas de publicação da revista (Anexo A). 
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dificuldade para andar, surdez e déficit de nervos cranianos [7], ou seja, há relatos 

de sinais nervosos tanto centrais quanto periféricos. Sinais clínicos associados a 

lesões na medula espinhal dependem da localização anatômica e severidade da 

lesão, podendo variar desde pequenas alterações sensoriais ou motoras até a 

tetraplegia completa [8]. Algumas destas manifestações clínicas observadas em 

seres humanos são difíceis de serem avaliadas em cães, o que provavelmente 

resulta na possível subnotificação dos problemas neurológicos que acometem esta 

espécie durante a infecção por L. infantum. 

 No cérebro de cães naturalmente infectados por L. infantum, com e sem 

sinais neurológicos, foram observadas degeneração neuronal com neuronofagia, 

gliose focal a difusa, leptomeningite, congestão e infiltrado linfoplasmocitário 

perivascular,[3]. Mesmo na ausência do parasito no encéfalo, as lesões inflamatórias 

são observadas [9].  

 A ocorrência de inflamação na medula espinhal e em nervos periféricos em 

cães com LV é pouco descrita e caracterizada na literatura [10, 5]. Há três principais 

interfaces especializadas em humanos que permitem seletivamente a entrada de 

nutrientes, íons, lipídeos e pequenas moléculas da circulação sistêmica para o SNC; 

dentre elas, a barreira hemato-medular (BHE), a barreira hemato liquórica (BHL) e a 

barreira hemato-medular (BHM) [11]. Dentre estas, a mais estudada é a BHE [10, 

12]. Apesar da BHE e BHM apresentarem similaridades anatômicas, há diferenças 

funcionais pouco estudas na BHM, e que são de suma importância para elucidar a 

patogenia das lesões medulares. A permeabilidade à leucócitos e mediadores 

inflamatórios da BHM é maior que o da BHE [11, 12]. Segundo Pan e colaboradores 

(1997) [14] , há ainda diferenças regionais de permeabilidade à mediadores 

inflamatórios observados dentre os segmentos medulares, sendo o segmento 

cervical o que possui maior permeabilidade.  

 

2.4 Materiais e métodos 

Todos os procedimentos e métodos utilizados no estudo foram submetidos à 

avaliação da Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA da FOA, UNESP, 

Araçatuba/SP, nº 0144-2021 (Anexo B). 

 

 



35 
 

2.4.1 Animais  

Foram selecionados 21 cães, machos e fêmeas, adultos, com diagnóstico de 

Leishmaniose Visceral, provenientes do Centro de Controle de Zoonoses de 

Araçatuba, e do hospital veterinário Luis Quintiliano de Oliveira da FMVA/UNESP 

Araçatuba. Os animais foram encaminhados ao Serviço de Patologia Veterinária da 

Faculdade de Medicina Veterinária de Araçatuba (FMVA-UNESP) para realização de 

necropsia. Todos os animais apresentaram teste imunocromatográfico (DPP) 

positivo para Leishmania sp, e a eutanásia foi realizada segundo o Manual de 

Vigilância e Controle da Leishmaniose Visceral, do Ministério da Saúde [15] e a 

Resolução 1000/2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinária [16]. Em adição, 

foi realizado exame parasitológico direto para análise citológica de punção biópsia 

aspirativa de linfonodo poplíteo para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania 

spp. Todos os animais possuíam ao menos três sinais clássicos da LV, como lesões 

de pele ulcerativas, alopécicas, por vezes crostosas, caquexia e linfadenomegalia, e 

foram submetidos a necropsia para avaliação das lesões macroscópicas e colheita 

de material de diversos órgãos para exame histopatológico, com atenção especial ao 

encéfalo e diferentes segmentos da medula espinhal. Em adição ao DPP, foi 

realizado exame parasitológico direto para análise citológica de punção biópsia 

aspirativa de linfonodo poplíteo para pesquisa de formas amastigotas de Leishmania 

spp. 

O encéfalo e medula espinhal foram removidos do esqueleto axial e fixados 

inteiros, por imersão em formol tamponado a 10% pH 7,2 a 7,4, por 24 a 48 horas. 

Realizou-se então cortes coronais do encéfalo passando pelo infundíbulo hipofisário 

e pedúnculos cerebelares para a colheita de amostras. Para avaliação histológica 

foram incluídas amostras da região do diencéfalo, incluindo hipocampo e plexo 

coroide do ventrículo lateral do cerebelo e plexo coroide do quarto ventrículo [9]. 

Além disso, foram colhidos fragmentos medulares localizados entre a 1ª e 2ª 

vértebra cervical, entre a 4ª e 5ª vértebra torácica, e entre a 3ª e 4ª vértebra lombar. 

Amostras de cães não infectados não foram colhidas devido a dificuldades de se 

necropsiar cães sadios. Foram excluídos deste estudo cães com diagnóstico de 

leishmaniose que possuíam também neoplasias, suspeita de doenças infecciosas 

como a cinomose, e com exame citológico com ausência de formas amastigotas de 

Leishmania spp. 
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2.4.2 Análise histopatológica 

As amostras foram processadas rotineiramente para obtenção de cortes 

histológicos com 5µm. Os cortes foram corados com hematoxilina-eosina (HE) para 

pesquisa de formas amastigotas e avaliação das alterações inflamatórias. A 

intensidade da inflamação do encéfalo foi classificada segundo [17] da seguinte 

maneira: grau 0, cães sem inflamação; grau I, cães com inflamação discreta 

(infiltrado inflamatório discreto principalmente nas leptomeninges e plexo coroide); 

grau II, cães com inflamação moderada (infiltrado inflamatório nas leptomeninges e 

plexo coroide com presença de discreta quantidade de linfócitos na região 

perivascular do parênquima cerebral); grau III, animais com inflamação acentuada 

(infiltrado inflamatório nas leptomeninges e plexo coroide e intenso infiltrado 

inflamatório perivascular no parênquima cerebral). 

Para avaliação da intensidade das alterações inflamatórias da medula 

espinhal foram adotados os seguintes critérios: grau 0 (animais sem inflamação); 

grau I (animais com inflamação discreta nas leptomeninges); grau II (animais com 

inflamação moderada nas leptomeninges e raízes nervosas); grau III (animais com 

inflamação acentuada nas leptomeniges e raízes nervosas) e grau IV (animais com 

inflamação acentuada, presença de manguito perivascular no parênquima medular). 

(Fig. S1) 

Os animais com LV foram distribuídos em grupos, denominados: grupo 1, 

cães com inflamação medular e encefálica (n=7) e grupo 2, cães sem inflamação 

medular e com inflamação encefálica (n=8), grupo 3, cães sem inflamação medular e 

sem inflamação encefálica (n=6).  

 

2.4.3 Análise imuno-histoquímica 

Cortes histológicos de 5 µm dos diferentes segmentos medulares foram 

submetidos à imuno-histoquímica para detecção de linfócitos TCD3 (IR524, Dako; 

“ready to use”). Os cortes foram desparafinizados utilizando 3 banhos de xilol, em 

seguida hidratados em uma sequência decrescente de soluções de álcool (absoluto, 

95%, 70%, 50%) e água, todos com 5 minutos de imersão. A recuperação antigênica 

foi realizada com tampão citrato pH 6,0 a 100 oC, em panela de vapor, para o 

anticorpo anti-CD3 durante 30 minutos. O bloqueio da peroxidase endógena foi feito 

com solução de metanol (50 mL), água destilada (50 mL) e peróxido de hidrogênio 
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30 volumes (Merck®) (2 mL), por 30 minutos. Para o bloqueio de sítios inespecíficos, 

foi utilizada a solução de leite em pó desnatado (Molico®) a 3% em PBS (pH 7,2 a 

7,4), por 30 minutos. O anticorpo primário foi incubado por aproximadamente 18 

horas, e após a lavagem com PBS, foi utilizado o anticorpo secundário com sistema 

de detecção baseado em polímeros (EnVisionTM 151 FLEX – HRP; Dako, K8010), 

por 40 minutos. Como revelador foi utilizado o kit DAB (Dako, K3468) e, por fim, a 

hematoxilina de Harris diluída em água destilada a 50% foi utilizada para a contra-

coloração. Para a pesquisa da presença do parasito, foi utilizado como anticorpo 

primário o soro de um animal positivo para Leishmania spp. (D.O. 1189), na diluição 

de 1:100, segundo o protocolo de [18]. Como controle positivo das reações, foram 

utilizadas amostras de linfonodo de um cão positivo para Leishmania spp 

Com relação aos linfócitos TCD3+, foi realizada uma avaliação 

semiquantitativa utilizando o programa Image J, e as células foram contadas 

manualmente com o auxílio da ferramenta “multi-point” [19]. Foram avaliados seis 

campos no aumento de 400x por área de cada segmento medular, incluindo 

substância branca, substância cinzenta e meninge de cada segmento medular 

(cervical, torácica e lombar), totalizando 54 campos por animal, o equivalente a 

5.010796,62 µ2. (Figura S2). 

 

2.4.4 Análise Estatística 

O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para avaliação da normalidade dos resíduos 

e o teste de Brown-Forsythe para a homoscedascidade das variâncias. A análise 

estatística foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 8.4.3 para Windows. 

Considerando que os dados não possuem variâncias homoscedásticas e resíduos 

de distribuição normal, os testes de Kruskal-Wallis e Dunn foram aplicados para 

comparação entre as medianas das células TCD3 por grupo. 

 

2.5 Resultados 

As alterações macroscópicas observadas durante a necropsia nos animais 

incluíam predominantemente caquexia, lesões cutâneas ulcerativas e por vezes 

crostosas localizadas em ponta de orelha e/ou dorso, onicogrifose, 

hepatoesplenomegalia e linfadenomegalia. Não foram observadas alterações 

macroscópicas no encéfalo e na medula espinhal. (Fig. 1). 
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As representações anatômicas das regiões encefálicas avaliadas estão 

presentes na figura 2. Na avaliação histopatológica, as principais lesões observadas 

no encéfalo foram meningite e coroidite, caracterizadas por infiltrado inflamatório não 

supurativo, linfoplasmocitário e perivascular, localizadas na meninge da região do 

hipocampo (n=9; 43%), tálamo (n=9; 43%) e cerebelo (n=9; 43%); no plexo coroide 

do 4º ventrículo (n=11; 52%) e plexo coroide do ventrículo lateral (n=8; 38%), 

respectivamente. (Fig. 3) A inflamação foi classificada quanto a intensidade, 

variando de grau 0 a III. Nos grupos 1 e 2, a intensidade variou entre grau I e grau II. 

No grupo 3 os animais não tinham inflamação encefálica (grau 0). As figuras 2C e 

2D representam a reação inflamatória encefálica, de diferentes intensidades, 

observadas em cortes corados por HE. 
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Figura 1 - Exame macroscópico dos cães. 

 

(A) Observar lesões cutâneas alopécicas ou com rarefação pilosa multifocais na região 
torácica e abdominal esquerdas (círculos amarelos). (B) Observar lesão crostosa e 
alopécica na ponta de orelha (seta vermelha). (C) Observar lesão ulcerativa na ponta de 
orelha (retângulo azul). (D) Observar baço (*) e fígado (**) sem alterações evidentes exceto 
por discreto aumento de tamanho. (E) Observar esplenomegalia (*) e hepatomegalia (**) 
acentuadas, caracterizada por espessamento da cápsula esplênica e bordos hepáticos 
arredondados ultrapassando o gradil costal. 
 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 2. A e B) Representação anatômica das áreas do encéfalo avaliadas no 

presente estudo.  

 

A) Diencéfalo, incluindo o hipocampo (H), tálamo (T) e o plexo coroide do ventrículo lateral (seta 
amarela). B) Tronco cerebral (TC) e cerebelo (C), incluindo o plexo coroide do 4º ventrículo (seta 
amarela). 
 
Fonte: Elaborado pela autora. 

  

Figura 3 - Fotomicrografias de cortes histológicos das regiões encefálicas dos 

cães com LV, demonstrando a distribuição e intensidade da inflamação.  

 

A e B) Meninge do hipocampo. A) Nota-se meningite discreta caracterizada por infiltrado inflamatório 
linfoplasmocitário perivascular (seta). B) Meningite moderada (seta). C e D) Plexo coroide do 
ventrículo lateral. C) Coroidite mononuclear discreta (*) D) coroidite mononuclear acentuada (*). 
(barra=20μm). HE. 
 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Não foram observadas formas amastigotas na coloração de HE no encéfalo 

ou medula espinhal dos animais avaliados. Tais resultados encontram-se na tabela 

1. Detalhes da caracterização da reação inflamatória medular do grupo 1 estão 

descritos na tabela 2. Nos segmentos de medula espinhal, no grupo 1, a intensidade 

da inflamação variou de grau I, grau III e grau IV em 7 animais. O restante dos 

animais não possuía inflamação (grau 0). Na figura 4A, 4C e 4E são representadas 

fotomicrografias dos cortes corados por HE de diferentes intensidades de reação 

inflamatória medular e, nas figuras 4B, 4D e 4F, fotomicrografias da distribuição e 

intensidade de linfócitos TCD3+ em diferentes localizações e segmentos medulares.  

Com relação aos linfócitos T, o grupo 1 apresentou maior quantidade de 

células TCD3+ em todos os segmentos quando comparado com grupos 2 e 3, 

havendo diferença significativa (p<0,0001). Não houve diferença significativa entre 

os grupos 2 e 3 (p>0,05). O maior valor médio de células contadas foi maior no 

segmento cervical do grupo 1 (Figura 5).  
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Figura 4 - Fotomicrografias de cortes histológicos da medula espinhal de cães 

com LV, demonstrando diferentes intensidades de inflamação observadas em 

cortes corados por Hematoxilina-Eosina (HE), e a imunomarcação para 

linfócitos TCD3+ revelada por DAB. 

 

 A) Observar o infiltrado inflamatório perivascular discreto na meninge, caracterizando a inflamação 
grau I. B) Observar discreta quantidade de linfócitos T CD3+ (ponta da seta) ao redor de vasos na 
meninge, também com inflamação de grau I. C) Observar o infiltrado inflamatório perineural moderado 
na medula cervical, caracterizando uma inflamação de grau II. D) Observar a moderada quantidade 
de linfócitos T CD3+ (ponta da seta) no perineuro da medula lombar, na inflamação grau II. E e F) 
Observar a acentuada quantidade de linfócitos T CD3+ (ponta da seta) na substância cinzenta (E) e 
substância branca (F) da medula cervical, caracterizando a inflamação de grau IV. (A, barra = 50 μm; 
B, C, D, E, F, barra = 20μm). 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 5 - Gráfico de colunas demonstrando o valor médio e desvio padrão de 

linfócitos T CD3+ contados por 556755,2 µ2 nos diferentes segmentos 

medulares (cervical, torácico e lombar) de cada grupo. 

 

Observar que o grupo 1 obteve maior quantidade de células TCD3+ em todos os segmentos 
medulares, ao passo que não houve diferença entre os grupos 2 e 3. (p<0,05). 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Tabela 1 - Intensidade da inflamação observada na medula espinhal e encéfalo 

dos cães de cada grupo nas análises realizadas em cortes corados por HE. 

 

 

Grupo 
Grau da Inflamação 

Número de cães 

Medula Espinhal Encéfalo 

 

 

G1 

Grau I 1/7 5/7 

Grau II 0 2/7 

Grau III 4/7 0 

Grau IV 2/7 0 

 

 

G2 

Grau I 0 7/8 

Grau II 0 1/8 

Grau III 0 0 

Grau IV 0 0 

G3 Grau 0 6/6 6/6 

Legenda: G1: cães com inflamação medular e encefálica; G2: cães sem inflamação medular e 
com inflamação encefálica; G3: cães sem inflamação medular ou encefálica. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Tabela 2 - Distribuição e intensidade da reação inflamatória por área da medula 

espinhal avaliada do grupo 1. 

 

Animal Grau Meningite Perineurite Neurite Mielite 

1 1 + 0 0 0 

3 4 + 0 0 +++ 

8 4 0 + + +++ 

18 3 ++ + + 0 

19 3 + + + 0 

24 3 ++ ++ 0 0 

27 3 ++ ++ 0 0 

Legenda:  0: ausente; +: discreta; ++: moderada; +++: acentuada 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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2.6  Discussão 

Todos os cães utilizados neste experimento apresentavam diagnóstico 

parasitológico positivo para Leishmania spp., no entanto, não foram observadas 

formas amastigotas de Leishmania spp. nos cortes corados por HE do encéfalo ou 

medula dos animais. A pesquisa de amastigotas por imuno-histoquímica na medula 

também foi negativa. A observação do parasito na coloração HE ou com auxílio de 

imuno-histoquímica é reportada em alguns casos, mas não é frequente [20,21, 5]; 

A principal alteração inflamatória observada no encéfalo dos cães neste 

estudo foi a coroidite observada no plexo coroide do ventrículo lateral de 11 cães 

(51%) e no plexo coroide do 4º ventrículo de 8 cães (38%). Além da coroidite, foi 

observada meningite localizada na região do hipocampo (n=9; 43%), tálamo (n=9; 

43%) e cerebelo (n=9; 43%); e meningoencefalite em dois animais, um pertencente 

ao grupo 1, e o outro pertencente ao grupo 2. Todas as lesões inflamatórias no 

encéfalo eram compostas por células com morfologia compatível com linfócitos e 

plasmócitos, com padrão perivascular, e corroboram com as descrições de Melo e 

colaboradores (2009) e Melo e Machado (2011), que relataram a ocorrência de 

leptomeningite e coroidite em cães naturalmente infectados por L.infantum. Em 

nosso estudo, inflamação com presença de manguitos perivasculares foi observada 

na medula espinhal de dois animais (28% = grau IV). Este tipo de lesão sugere a 

disfunções nas barreiras presentes no encéfalo, a BHE e a BHL, uma vez que há 

passagem exacerbada de leucócitos através das mesmas.  

Nossos resultados também foram semelhantes aos relatados por [5] que 

observaram alterações inflamatórias no tecido nervoso de 15 cães naturalmente 

infectados com L. infantum, incluindo meningite em 80% dos animais, coroidite em 

27%, e encefalite (7%). Os autores avaliaram amostras de medula espinhal cervical, 

torácica e lombar de 48 cães, e em 15 cães (31%) com inflamação no SNC, um 

animal apresentou mielite, com formação de manguitos perivasculares. A mielite foi 

observada em dois cães do presente estudo, os quais apresentavam também 

inflamação nas regiões do encéfalo avaliadas. Mesmo sem a detecção do parasito, a 

presença de inflamação no plexo coroide fornece evidências de que a infecção 

sistêmica por L. infantum promove alterações na barreira hemato-liquorica [9] , o que 

pode facilitar a passagem de mediadores inflamatórios e células para o SNC.  

Não foi observado nenhum caso de cão com LV com alterações inflamatórias 
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na medula, sem que houvesse também algum grau de inflamação no encéfalo. Esta 

informação indica que a reação inflamatória pode ter se iniciado no encéfalo dos 

cães e mais tardiamente acometeu a medula espinhal.  

Há relatos de que a migração de linfócitos ocorre através da barreira hemato-

liquórica, no plexo coroide de cães com LV [9]. Foram observados em alguns cães, a 

presença de linfócitos TCD3+ no interior do canal medular e distribuídos difusamente 

na região subependimária, o que reforça a teoria de que linfócitos presentes no 

líquido cefaloraquidiano possam migrar para o tecido nervoso medular adjacente. 

Assim é muito provável que alterações na permeabilidade da BHL contribua para a 

migração de linfócitos T também observada na medula espinhal. (Figura 6). Este fato 

não era esperado, uma vez que a BHM e BHN são mais permeáveis a mediadores 

pró-inflamatórios em comparação a BHE [13]  

Vale ressaltar que a migração de linfócitos T para o tecido nervoso depende 

do tempo de evolução da doença, e nos cães naturalmente infectados não é 

possível fazer esta estimativa. 

O segmento cervical e lombar foram os que apresentaram maior reação 

inflamatória no grupo 1 (com inflamação medular e encefálica, corroborando com os 

achados de [14] os quais destacam uma maior permeabilidade à mediadores pró-

inflamatórios da barreira hemato-medular nos mesmos segmentos. Entretanto, há de 

se considerar a possibilidade da migração celular através de lesões de nervos 

periféricos e a disfunção da barreira hemato-neural, atingindo a medula espinhal, 

pelo fato de que em nossa pesquisa a perineurite e neurite foram achados 

frequentes nos cães do grupo 1. Além disso, fibras nervosas desprovidas da barreira 

de mielina são mais suscetíveis à entrada de leucócitos, o que pode agravar a 

reação inflamatória em gânglios e terminações nervosas, podendo atingir o 

parênquima medular posteriormente. 
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Figura 6 - Fotomicrografia do canal medular de cão com LV.  

 

Observar a presença de linfócitos TCD3+ no interior do canal medular e maior concentração dos 
mesmos na região perivascular subependimária, além de raros linfócitos difusamente distribuídos 
pelo parênquima na mesma região. (IHQ revelada por DAB, barra=20μm). 
 
Fonte: Elaborado pela autora. 
 

 

Em nosso estudo, sete animais apresentaram alterações inflamatórias 

medulares, com distribuição e intensidade variadas, tanto no parênquima quanto na 

meninge e nervos periféricos, concomitantemente à inflamação encefálica, 

corroborando com os achados da literatura e enfatizando o envolvimento do SNC em 

conjunto com o sistema nervoso periférico (SNP) na LV.  A mielopatia induzida por 

inflamação secundaria a infecção por Leishmania spp. tem sido relatada 

esporadicamente na literatura acometendo diferentes segmentos da medula espinhal 

[22] relatam a presença de um granuloma extramedular na região lombar de um 

cão,[23] relatou o caso de um cão com leishmaniose e lesões medulares na região 

cervical (entre a 5ª e 6ª vértebra), também [15] descreveram um caso em que se 

observaram tanto o envolvimento do sistema nervoso central como do sistema 

nervoso periférico em um cão com Leishmaniose. Tais relatos reforçam o possível 

envolvimento também da barreira hemato-neural na patogenia das lesões 
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observadas na medula espinhal de animais infectados. No presente estudo a 

presença de linfócitos TCD3+ na medula espinhal foi significativamente maior nos 

animais que possuíam inflamação medular e encefálica (grupo 1). Entretanto, na 

avaliação por área marcada não foi observada diferença entre o grupo 1 e os grupos 

2 (sem inflamação medular e com inflamação encefálica) e 3 (sem inflamação 

medular ou encefálica) (p> 0,05).  

A inflamação sistêmica de baixo grau pode ser iniciada in vivo após lesão 

traumática ou em doenças como doenças neurodegenerativas, metabólicas e 

autoimunes. Indutores de a inflamação desencadeiam a produção de mediadores 

inflamatórios, que alteram a funcionalidade do tecidos e órgãos e levam à indução 

prejudicial de diferentes sistemas de barreira no corpo, onde a barreira hemato-

encefálica, a barreira hemato-retiniana, a barreira hemato-nervosa, a barreira 

hemato-linfática barreira e a barreira sangue-líquido cefalorraquidiano 

desempenham papéis importantes. As diferentes barreiras são únicas, mas 

estruturadas de maneira semelhante. Eles são equipados com sofisticadas junções 

complexos onde diferentes conexinas, subunidades de proteínas de canais de 

junções comunicantes e hemi-canais, constituem parceiros importantes. As células 

envolvidas nas várias barreiras são acopladas em redes, são excitáveis, mas não 

expressam potenciais de ação e podem ser alvos para a inflamação levando a 

alterações em vários parâmetros celulares bioquímicos, que resultam em disfunção 

ou destruição das barreiras [24]. 

Neste contexto, por ser uma doença parasitária de evolução crônica, a 

leishmaniose visceral pode contribuir para a disfunção de várias barreiras em 

diferentes tecidos do paciente, uma vez que, durante o curso da doença, são 

produzidas citocinas pró-inflamatórias periféricas, as quais podem adentrar o SNC 

diretamente através de órgãos circunventriculares desprovidos de junções oclusivas, 

e ativam as células da glia; através de proteínas de transporte endoteliais; induzindo 

o aumento de mediadores pró-inflamatórios pelas células endoteliais e macrófagos 

na vasculatura cerebral ou por ativação e diapedese de monócitos/macrófagos e 

linfócitos T no parênquima cerebral [25]. 

No caso do tecido nervoso, é possível que as barreiras hemato-encefálica, 

hemato-liquórica e hemato-neural estejam comprometidas, mas aparentemente a 

BHL seja a principal via de entrada de linfócitos TCD3+, haja visto que a coroidite foi 

a lesão mais frequente nos cães com LV. A figura S3 demonstra esquematicamente 
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as vias de migração celular propostas no presente estudo. 

A diversidade da distribuição de linfócitos TCD3+ no tecido e estruturas do 

encéfalo e medula espinhal observadas tanto no HE como na imuno-histoquímica 

podem ser decorrentes de diferentes tempos de infecção pelo parasito, uma vez que 

os casos estudados são de infecção natural. Contudo, mais estudos são necessários 

para caracterizar as vias de migração leucocitária que resultam na ocorrência de 

mielite, neurite e perineurite nos cães infectados. 

 

2.7 Conclusão 

Neste estudo observamos que lesões inflamatórias são frequentes no sistema 

nervoso central e periférico de cães com leishmaniose. Os linfócitos TCD3+ são 

observados compondo o infiltrado inflamatório em nervos periféricos, leptomeninges 

e parênquima da medula espinhal, mesmo na ausência do parasito. Mais estudos 

são necessários para analisar a relação entre as barreiras centrais e periféricas e 

suas alterações durante a leishmaniose visceral canina.  
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ANEXO A - NORMAS DE PUBLICAÇÃO DA REVISTA 
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ANEXO B - CERTIFICADO DO COMITÊ DE ÉTICA 
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ANEXO C – FIGURAS SUPLEMENTARES 

 
Figura S1 - Demonstração da graduação da reação inflamatória no encéfalo e 

medula espinhal.  

 

 

Legenda: PC: plexo coroide; PV: perivascular.  

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura S2. Demonstração da contagem de linfócitos TCD3+ pelo software 

ImageJ (ferramenta “multipoint”). 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura S3 - Representação esquemática das possíveis vias de migração 

leucocitária para a medula espinhal.  

 

A) Seta azul: observar a migração através da teoria da disfunção ou ruptura da barreira 
hematoencefálica (BHE) ou da BHL (evidenciada pela coroidite acentuada); B) Observar a presença 
de linfócitos TCD3+ no canal medular, por onde passa o líquor (disfunção da BHL) e uma possível 
migração direta através das células ependimárias pela observação de linfócitos TCD3+ na região 
subependimária; C) Observar a via de migração através da disfunção da BHN e/ou barreira de 
mielina, uma vez que se observa a neurite moderada (lesões no SNP).  

Fonte: Elaborado pela autora. 

 


