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As leishmanioses representam um complexo de doenças com uma 

importante diversidade clínica e epidemiológica. A Leishmaniose Visceral 

Canina (LVC) é uma zoonose endêmica no Brasil, anteriormente restrita a 

áreas rurais, mas, recentemente tem ocorrido expansão no processo de 

urbanização da Leishmaniose Visceral. A imunidade inata participa dos 

mecanismos de defesa contra a leishmânia e ainda está pouco compreendida 

na leishmaniose canina. O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta 

imunitária inata dos fagócitos de cães naturalmente infectados por Leishmania 

spp. em comparação com cães normais, pela avaliação da fagocitose e 

capacidade de produzir moléculas microbicidas. Foram utilizados 30 cães, sem 

raça definida, maiores que um ano de idade, sendo 22 cães machos e 8 

fêmeas, que foram distribuídos em dois grupos: 15 cães não infectados 

utilizados como controle normal e 15 cães naturalmente infectados pela 

Leishmania spp. Foram feitos o exame clínico, o hemograma e os testes 

bioquímicos. Foram avaliadas a fagocitose de Saccharomyces cerevisiae pelos 

neutrófilos e monócitos do sangue periférico, pelos receptores para padrões 

moleculares de patógenos e pelos receptores para opsoninas. A produção de 

ânions superóxido foi avaliada pelo teste do NBT, a produção de peróxido de 

hidrogênio pela oxidação do vermelho neutro na presença de peroxidase e a 

produção de óxido nítrico foi quantificada pela presença de nitrito no 

sobrenadante das culturas utilizando reagente de Griess, estimuladas ou não 

com LPS.  Os cães com leishmaniose apresentaram os seguintes sinais 

clínicos característicos da doença: alopecia (33%), descamação (46%), úlcera 

na pele (20%), onicogrifose (26%), caquexia (46%), linfoadenomegalia (40%), 

ceratoconjuntivite (53%). Os cães com leishmaniose apresentaram anemia 

normocrômica e normocítica, plaquetopenia e leucopenia, com neutrofilia 

relativa e desvio à esquerda. Os cães com leishmaniose apresentaram 

diminuição da atividade sérica da alanina aminotransferase (ALT) em relação a 

cães normais. Não foram observadas diferenças na concentração sérica da 

creatinina. As proteínas totais (PT) mostraram-se aumentadas em cães com 

leishmaniose as custas do aumento das globulinas, sendo que não houve 

diferença na concentração sérica de albumina entre cães com leishmaniose e 

cães normais. Cães com leishmaniose apresentaram menor capacidade 

fagocitária pelos neutrófilos do que cães normais quando avaliados pelos 
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receptores para padrões moleculares de patógenos. A fagocitose facilitada por 

opsoninas mostrou que o número de leveduras ingeridas por neutrófilo foi 

maior em cães com leishmaniose em relação aos controles normais. Não 

houve diferença entre a capacidade fagocitária pelos monócitos de cães com 

leishmaniose e cães controle normal quando avaliados pelos receptores para 

padrões moleculares de patógenos, nas proporções de 5 ou 20 leveduras não 

sensibilizadas por monócito. Monócitos de cães com leishmaniose 

apresentaram maior capacidade fagocitária em comparação aos de cães 

normais, quando avaliados pelos receptores para opsoninas, tanto na 

proporção de 5 quanto na proporção de 20 leveduras sensibilizadas por 

monócito. A porcentagem de redução do NBT basal pelos fagócitos de cães 

com leishmaniose foi menor do que a dos cães controle. Quando utilizamos a 

concentração de 5 µg/mL de LPS, observamos que cães controles normais 

apresentaram um aumento da produção de óxido nítrico em relação aos cães 

controles normais. Entretanto, nos cães com leishmaniose houve diminuição na 

produção de óxido nítrico quando estimulados com 5 µg/mL de LPS em relação 

a sua produção basal. Observamos maior produção basal de peróxido de 

hidrogênio pelos cães com leishmaniose. Nossos resultados mostraram que há 

uma deficiência dos neutrófilos de cães com leishmaniose tanto na fagocitose 

quanto na produção de moléculas microbicidas, como os ânions superóxido. 

Entretanto, os monócitos desses cães embora apresentem uma maior 

capacidade fagocitária do que os cães normais, mostram uma menor 

capacidade de produzir óxido nítrico, que é uma das principais moléculas 

microbicidas para as leishmânias. Estas alterações do sistema imunitário inato 

podem favorecer o escape do parasito do sistema imunitário do hospedeiro, 

assim perpetuando sua sobrevivência. Ademais, o aumento da produção de 

peróxido de hidrogênio pelos monócitos, pode estar contribuindo para restringir 

em parte a multiplicação do parasito, mas o seu excesso pode também estar 

contribuindo nos mecanismos de imunopatogenia. Nossos dados contribuem 

para uma maior compreensão dos mecanismos de defesa da imunidade inata e 

da imunopatogenia da leishmaniose em cães e podem contribuir para a busca 

de novos alvos para drogas imunomoduladoras que possam auxiliar no 

tratamento contra a leishmaniose. 
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Leishmaniasis represent a complex disease with a significant clinical and 

epidemiological diversity. The Canine Visceral Leishmaniasis (CVL) is a 

zoonosis endemic in Brazil, previously restricted to rural areas, but recently 

there has been expansion in the urbanization process of Visceral 

Leishmaniasis. Innate immunity participates in the defense mechanisms against 

Leishmania and is still poorly understood in canine leishmaniasis. The objective 

of this study was to evaluate the innate immune response of phagocytes of 

naturally infected dogs to Leishmania spp. compared to healthy dogs, and to 

evaluate phagocytosis and microbicide molecule production by phagocytes. 

Thirty dogs, mixed breed, higher than one year old, 22 males and 8 females, 

were separated into two groups: 15 uninfected dogs used as healthy control, 15 

dogs naturally infected by Leishmania spp. The clinical examination, the blood 

cell count and biochemical tests were assessed. Phagocytosis of 

Saccharomyces cerevisiae by neutrophils and monocytes were assessed 

through pathogen-associated molecular pattern and opsonin receptors. The 

production of superoxide anions was assessed by the NBT test. Hydrogen 

peroxide production was evaluated by neutral red oxidation and nitric oxide 

production by the Griess reagent, with or without LPS. Leishmania infected-

dogs showed the following clinical characteristics: alopecia (33%), peeling 

(46%), skin ulcers (20%), onychogryphosis (26%), cachexia (46%), 

lymphadenopathy (40%), keratoconjunctivitis (53%). Leishmania infected-dogs 

showed normochromic and normocytic anemia, thrombocytopenia and 

leukopenia with neutrophil relative increment and a left shift. Leishmania 

infected- dogs showed decreased serum activities of alanine aminotransferase 

(ALT) compared to healthy control. No differences were observed in serum 

creatinine. The total protein (TP) was increased in Leishmania infected-dogs 

due to an increase in globulins, and there was no difference in serum albumin 

concentration between dogs with leishmaniasis and healthy controls. 

Leishmania infected-dogs showed lower phagocytic capacity by neutrophils 

than healthy dogs when evaluated by pathogen-associated molecular pattern 

receptors. Phagocytosis facilitated by opsonins showed that the number of 

ingested yeast per neutrophil was higher in Leishmania infected-dogs when 
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compared to healthy controls. There was no difference between the phagocytic 

capacity of monocytes by Leishmania infected-dogs and healthy control when 

evaluated by pathogen-associated molecular pattern receptors. Monocytes from 

leishmaniasis animals showed higher phagocytic capacity when compared with 

healthy dogs, as assessed by the opsonin receptors. NBT percent reduction 

was lower in leishmaniasis than control dogs. When the concentration of 5 mg / 

mL of LPS was use, it was observed that healthy control dogs showed an 

increase in nitric oxide production when compared to control dogs. However, in 

dogs with leishmaniasis decreased nitric oxide production was observed when 

monocytes were stimulated with 5 / ml LPS. Higher baseline production of 

hydrogen peroxide by dogs with leishmaniasis was observed. Our results 

showed that there is a deficiency in neutrophils of Leishmania infected-dogs, 

both to phagocytosis as production of microbicidal molecules, such as 

superoxide anions. However, monocytes from leishmaniasis animals showed a 

higher phagocytic capacity than healthy dogs, showed a decreased capability to 

produce nitric oxide, which is a major microbicides molecule to Leishmania. 

These changes in innate immune system may favor the parasite scape from 

host immune system, thus maintaining their survival. In addition, the increased 

production of hydrogen peroxide by monocytes may contribute to impair the 

growth of parasites, but its excessive production may contribute to the 

immunopathogenesis of the disease. Our data contribute to enhance the 

understanding of the defense mechanisms of innate immunity and the 

immunopathogenesis of the disease in dogs. This knowledge may contribute as 

new targets for immunomodulatory drugs improving treatment against 

leishmaniasis. 
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As leishmanioses representam um grupo de doenças com uma 

importante diversidade clínica e epidemiológica. É um importante problema de 

saúde humana e veterinária e de saúde pública devido não apenas a fatores de 

risco ambientais, tais como migrações, urbanização, desmatamento, novos 

esquemas de irrigação, mas também a fatores individuais de risco: o VIH, 

desnutrição, a suscetibilidade genética, etc. As leishmanioses fazem parte de 

um grupo de doenças que ainda exigem aperfeiçoamento das ferramentas de 

controle (Dantas-Torres 2007; Dantas-Torres et al. 2012; Desjeux 2004). 

A leishmaniose humana pode ter várias expressões clínicas, que 

dependem de características do parasito e do hospedeiro: a forma visceral, que 

é considerada grave pelo risco de morte se não tratada, a cutânea, a forma 

mais comum, a mucocutânea e a forma cutâneo difusa, estão presentes em 

mais de 98 países. Mais de 90% dos casos de Leishmaniose Visceral ocorrem 

em Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, Sudão do Sul e Sudão. A Leishmaniose 

Tegumentar é mais amplamente distribuída nas Américas, na bacia do 

Mediterrâneo e Ásia. Os dez países com maior número de casos são: 

Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, Costa Rica, Etiópia, Irã, Peru, Sudão e 

Síria, que juntos representam 70 a 75% da incidência global estimada para 

Leishmaniose Tegumentar (WHO 2013). 

Os agentes etiológicos das leishmanioses são protozoários e pertencem 

a família Trypanosomatidae, gênero Leishmania. Existem dois subgêneros, 

Leishmania e Viannia, que foram classificados de acordo com o local do 

desenvolvimento do parasito no vetor. No primeiro a reprodução ocorre nos 

intestinos médio e anterior, no segundo há uma fase adicional para 

desenvolvimento que ocorre no intestino posterior (Dantas-Torres, 2007; 

(Michalick & Ribeiro, 2011; Silva & Prata, 2013).  

A Leishmaniose Tegumentar é uma zoonose que acomete os seres 

humanos e diversas espécies de animais domésticos, sinantrópicos e 

silvestres. O agente etiológico é dermatotrópico, e dependendo da espécie 

envolvida, as lesões podem ser observadas na pele e/ou mucosas com 

diferentes manifestações clínicas locais e disseminadas (Michalick & Ribeiro, 

2011; Silva & Prata, 2013). No Brasil, várias espécies são encontradas 

infectando seres humanos e animais, sendo que as mais importantes são 
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Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis e 

Leishmania (Viannia) guyanensis (Brasil, 2010). 

Já foram relatados casos de infecção natural por L. (Viannia) braziliensis 

em cães, gatos, equídeos, roedores e gambás. Há uma tendência crescente 

em considerar os cães como principal reservatório doméstico de Leishmania 

(Viannia) braziliensis, o agente etiológico mais comum de Leishmaniose 

Tegumentar Americana (Dantas-Torres 2007; Reithinger et al. 1999). 

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) é uma zoonose causada pelo 

protozoário Leishmania (leishmania) chagasi ou Leishmania (leishmania) 

infantum. Está presente em regiões da Europa, África, Ásia e América (Baneth 

et al. 2008). Pode ser observada em regiões tropicais e subtropicais, mas 

também pode ocorrer em países de clima temperado (Moshfe et al. 2009). 

É uma doença endêmica no Brasil, anteriormente restrita a áreas rurais, 

mas nos últimos dez anos, ocorreu expansão no processo de urbanização da 

Leishmaniose Visceral, ocasionada por ações antropogênicas desordenadas 

que resultaram em alterações ambientais facilitando a presença do vetor em 

áreas domiciliares e peridomiciliares (Brasil 2010).  

A principal forma de transmissão é pela picada de flebótomos fêmeas da 

família Psychodidae, sub-família Phlebotominae, sendo a espécie Lutzomia 

longipalpis o vetor mais importante no Brasil. O cão é o principal reservatório 

doméstico, sendo que as raposas e marsupiais são considerados os 

reservatórios silvestres (Gontijo & Mello 2004). O período de incubação em 

cães naturalmente infectados é extremamente variável, pode ocorrer em meses 

até dois anos ou mais (Moshfe et al. 2009; Michalick & Ribeiro, 2011). A 

importância desta doença nos cães baseia-se no fato de que a enzootia canina 

precede os casos de Leishmaniose Visceral Humana (Brasil 2010).  

 

1.1 Parasito e ciclo biológico 

O Complexo Leishmania-Donovani é formado por protozoários da família 

Trypanosomatidae, do gênero Leishmania. É composto por três subespécies: 

Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania (Leishmania) infantum e 

Leishmania (Leishmania) chagasi (Badaró & Duarte, 2005; Michalick & Ribeiro, 

2011; Silva & Prata, 2013). A Leishmania (Leishmania) donovani infecta seres 

humanos adultos e é transmitida pelo vetor antropofílico Phlebotomus 
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argentipes. Não possui reservatório animal e a transmissão é inter-humana. A 

doença é conhecida como Leishmaniose Visceral ou Calazar Indiano, sendo 

encontrada principalmente em países asiáticos como Índia, Paquistão e 

Bangladesh (Rey 2001).  

A Leishmania (Leishmania) infantum pode infectar seres humanos 

adultos, mas ocorre preferencialmente em crianças, em países do 

Mediterrâneo, do norte da Ásia e África Oriental. É conhecida como Calazar 

Infantil e o seu vetor também é o Phlebotomus, porém as espécies 

flebotomíneas são zooantropofílicas. O cão doméstico, canídeos silvestres e 

roedores são os principais reservatórios (Badaró & Duarte 2005; Rey 2001).  

A Leishmania (Leishmania) chagasi é o agente etiológico da 

Leishmaniose Visceral das Américas ou Calazar Americano, que afeta crianças 

e adultos, mas o vetor pertence ao gênero de dípteros denominados 

Lutzomyia. Os cães parasitados podem ou não desenvolver a doença, atuando 

como reservatórios para a infecção dos flebótomos em regiões endêmicas 

(Badaró & Duarte 2005; Baneth et al. 2008; Silva & Prata, 2013; Michalick & 

Ribeiro, 2011; Rey 2001). 

Alguns autores têm sugerido que a Leishmania (Leishmania) infantum e 

Leishmania (Leishmania) chagasi seriam muito similares e sua origem nas 

Américas teria ocorrido pela entrada na América de cães infectados trazidos 

por imigrantes europeus. Estudos com métodos enzimáticos e genéticos 

demonstraram que suas diferenças são ínfimas, não permitindo sua 

identificação como espécies diferentes (Baneth et al. 2008; Dantas-Torres & 

Brandão Filho 2006; Ferreira et al. 2007; Maurício et al. 2000; Rey 2001; 

Solano-Gallego et al. 2009), entretanto este tema ainda não é consenso entre 

os pesquisadores (Silva & Prata, 2013). Nos vertebrados, os parasitos da 

Leishmaniose Visceral apresentam-se na forma amastigota com 

aproximadamente 2,1μm de diâmetro, possuem núcleo e cinetoplasto. São 

viscerotrópicos e localizam-se preferencialmente em células do sistema 

fagocitário de órgãos linfoides, do baço, fígado e medula óssea (Evans & 

Rebêlo 1996; Rey 2001).  

Nos invertebrados, os parasitos apresentam-se na forma promastigota 

metacíclica com morfologia losangular alongada e aproximadamente 15 μm a 

28 μm de comprimento, possuem na sua porção anterior um flagelo prolongado  
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As formas promastigotas possuem citoplasma, núcleo, cinetoplasto e 

flagelo, sendo este último importante para mobilidade do parasito, e são 

encontradas no tubo digestivo do vetor (Fortes 1997; Michalick & Ribeiro, 

2011).  

O ciclo do parasito Leishmânia inicia-se quando o flebotomíneo regurgita 

formas promastigotas metacíclicas, que são as formas infectantes, pela picada 

na pele de um hospedeiro mamífero, durante o repasto sanguíneo. A picada do 

flebótomo na pele induz uma rápida infiltração de neutrófilos e substâncias 

envolvidas no recrutamento de macrófagos. Este processo inflamatório ocorre 

independente da presença do parasito, resultando da lesão tecidual pela 

picada do vetor (Beattie & Kaye 2011). A saliva do vetor possui substâncias 

que promovem a vasodilatação e imunomodulação no hospedeiro, diminuindo 

a resposta inflamatória facilitando a inoculação do parasito (Svensjö et al. 

2009).  

Por outro lado, quando o flebotomíneo pica o ser humano ou um animal 

infectado com Leishmânia, ocorre a infecção do vetor pelo parasito, e as 

formas amastigotas ingeridas diferenciam-se em promastigotas e multiplicam-

se no intestino do vetor por divisão binária (Fortes 1997; Badaró & Duarte 

2005; Rey 2001). 

Ao picar outro ser humano ou animal sadio, os flebotomíneos infectados 

inoculam formas promastigotas que perdem seus flagelos ao parasitarem 

macrófagos, diferenciando-se em formas amastigotas. A multiplicação das 

formas amastigotas ocorre por divisão binária no citoplasma de monócitos e 

macrófagos dos hospedeiros até que haja ruptura celular e, 

consequentemente, invasão de outras células (Fortes 1997;Dantas-Torres 

2009; Rey 2001; Solano-Gallego et al. 2009).  

Após inoculação na pele dos vertebrados, as leishmânias completam 

seu ciclo heteroxeno, garantindo a propagação da espécie para seres 

susceptíveis (Rey 2001). 

 

1.2 Medidas de controle  

De acordo com o Manual de Vigilância e Controle da Leishmaniose 

Visceral, a prevenção para esta doença deve ser dirigida à população humana, 

canina e ao vetor. O controle químico, a eutanásia canina e a educação em 
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saúde pública são as medidas de controle recomendadas pelo Ministério da 

Saúde Brasileiro (Brasil 2006). Os cães domésticos são considerados os 

maiores reservatórios urbanos, constituindo um importante fator de risco à 

população humana (Dantas-Torres et al. 2012; Moshfe et al. 2008). 

O impacto do uso de coleiras impregnadas com deltametrina pode 

influenciar na mortalidade de cães, mas não na biologia dos flebótomos, 

podendo assim diminuir a taxa de transmissão da Leishmaniose Visceral 

Canina. Estas coleiras podem auxiliar no controle da Leishmaniose Canina e 

Humana, mas a sua eficácia pode ser diminuída nas áreas onde há uma 

presença significativa de animais silvestres, considerados reservatórios para 

esta enfermidade (Reithinger et al. 1999). 

O tratamento de cães não é permitido no Brasil devido à inexistência de 

dados científicos que comprovem a diminuição da importância do cão como 

reservatório para Leishmaniose Visceral. O uso de drogas para Leishmaniose 

Visceral Humana em cães diminui os sinais clínicos, que podem desaparecer 

por completo, mas não previne recidiva. O uso indiscriminado destes 

medicamentos pode causar resistência do parasito às drogas atualmente 

disponíveis para tratamento dos seres humanos (Brasil 2010). 

As medidas de controle que utilizaram somente a eliminação dos 

animais infectados mostraram resultados controversos, quando não associado 

ao controle simultâneo do vetor (Costa, Tapety & Werneck 2007). 

 

1.3 Aspectos clínicos da leishmaniose canina 

A Leishmaniose Visceral Canina é uma doença sistêmica que apresenta 

características clínicas variadas nos diversos órgãos afetados do hospedeiro 

devido aos seus mecanismos de imunopatogenicidade (Silva 2007; Solano-

Gallego et al. 2009). Os sinais clínicos da doença nos cães têm sido 

amplamente descritos por diversos autores, entretanto são necessários mais 

estudos para estabelecer relações com a sintomatologia desenvolvida durante 

a doença (Amusategui et al. 2003). 

Os cães assintomáticos não apresentam nenhum sinal clínico aparente 

da leishmaniose e os sintomáticos podem apresentar um ou mais sintomas da 

doença (Costa-Val et al. 2007).  
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Os sinais clínicos mais comuns são perda de apetite, linfoadenomegalia, 

febre, perda de peso, alopecia, ulceração na pele, hepatoesplenomegalia, 

onicogrifose, conjuntivite, uveíte, hemorragia, diarreia, nevralgias, poliartrite e 

insuficiência renal (Dias et al. 2008; Queiroz et al. 2009). O aumento dos 

linfonodos é uma das primeiras manifestações clínicas a surgir, com maior 

envolvimento dos linfonodos poplíteo e pré-escapular (Baneth et al. 2008; 

Evans & Rebelo 1996).  

As lesões dermatológicas são as manifestações mais frequentemente 

observadas. Pode ocorrer dermatite alopécica descamativa generalizada ou 

dermatite ulcerativa multifocal (Fondevila, Vilafranca & Ferrer 1997; Silva 2007; 

Torres-Neto et al. 2008). A dermatite alopécica descamativa está relacionada 

com a expressão do complexo de histocompatibilidade principal da classe II 

nas células de Langerhans e queratinócitos, associada a um infiltrado 

inflamatório de linfócitos T e a presença do parasito. Diferentemente da 

dermatite alopécica, a dermatite ulcerativa está associada à ausência de 

células apresentadoras de antígenos, número aumentado de macrófagos no 

local e presença do parasito (Fondevila, Vilafranca & Ferrer 1997). 

 É importante fazer o diagnóstico diferencial da Leishmaniose Visceral 

Canina em relação a outras doenças de pele, como as de origem hormonal, 

autoimune ou por outros parasitos. 

As lesões oculares decorrem da deposição de imunocomplexos em 

tecidos, que podem resultar em uveíte, ceratoconjuntivite, blefarite e outras 

inflamações oculares (Baneth et al. 2008; Solano-Gallego et al. 2009).  

A poliartrite pode ocorrer, podendo ser erosiva ou não, e causa alteração 

da marcha. A resposta do sistema imunitário provoca deposição de 

imunocomplexos na membrana sinovial, desencadeando um processo 

inflamatório. É possível visualizar microscopicamente a presença de parasitos 

no líquido sinovial (Collignon et al. 2009). 

A insuficiência renal acontece em decorrência do acúmulo de 

imunocomplexos nos glomérulos e pode resultar em lesões como 

glomerulonefrite membranoproliferativa, nefrite intersticial, degeneração hialina, 

degeneração vacuolar, atrofia tubular e fibrose. Estas lesões também são 

encontradas em outras doenças (Costa et al. 2003). 
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1.4 Imunidade para Leishmania. spp no cão  

Os cães podem apresentar-se sintomáticos ou assintomáticos. Em 

caninos sintomáticos os sinais clínicos são inespecíficos como febre irregular 

de longa duração, alterações cutâneas, lesões oculares, aumento de 

linfonodos, hepatoesplenomegalia, caquexia, anemia e outros sinais facilmente 

confundidos com os de outras doenças (Baneth et al. 2008). Caninos 

assintomáticos, geralmente, apresentam baixo parasitismo tecidual. Entretanto, 

no teste cutâneo e in vitro podem desenvolver uma resposta linfoproliferativa 

quando estimulados por antígenos de leishmânia, ambos associados à 

imunidade mediada por células. Nesses animais também foram observados 

aumento na produção de algumas citocinas como o interferon gama (INF-) e o 

fator de necrose tumoral alfa (FNT-α), que podem estar relacionadas com a 

ausência de sinais clínicos (Reis et al. 2010).  

A sintomatologia da LVC tem sido associada à ausência de resposta 

adequada dos linfócitos T, níveis elevados de anticorpo específico anti-

Leishmania e alta carga parasitária em linfonodos, baço, fígado e medula 

óssea. Diferentes níveis de interação ocorrem nos tecidos infectados com 

Leishmania spp., devido a ação de mecanismos efetores dos hospedeiros 

(Baneth et al. 2008; Pinelli et al. 1994; Reis et al. 2010). Os mecanismos 

responsáveis pela resistência ou susceptibilidade não estão totalmente 

esclarecidos. Fatores como idade, sexo, nutrição, susceptibilidade genética, co-

infecções, secreção de citocinas, carga parasitária e virulência da cepa da 

Leishmania podem influenciar na polarização da resposta imunitária, 

favorecendo o aparecimento de sinais clínicos (Barbiéri 2006; Saridomichelakis 

2009 e Solano-Gallego et al. 2009).  

A variabilidade clínica e patológica da Leishmaniose Canina reflete o 

resultado de uma imunidade celular ineficiente que leva a inflamação e 

imunidade humoral hiperativa, que eventualmente, resulta na deposição de 

imunocomplexos em tecidos-alvo (Koutinas & Koutinas 2014). A história natural 

da doença está relacionada à resposta imunitária do hospedeiro, há uma 

interação diversificada e complexa entre os componetes dos sistemas 

imunitário inato e adaptativo. 

O sistema imunitário inato possui um papel importante na proteção 

contra o parasito, além de ativar o sistema imunitário adaptativo, mesmo que 
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não atue de forma específica (Reis et al. 2010). Diversos componentes 

participam da imunidade inata, a leishmânia é reconhecida pelos fagócitos 

através dos PAMPs, há uma interação com os receptores expressos na 

superfície celular denominados receptores de reconhecimento de padrões 

moleculares de patógenos (PPRs). A partir dessa interação, fatores de 

transcrição serão ativados para que ocorra a síntese de citocinas e moléculas 

microbicidas. Os macrófagos, neutrófilos e outras células fagocíticas que 

participam da resposta imunitária inata são capazes de produzir moléculas com 

ação microbicida, conhecidas como espécies reativas de oxigênio. Os fagócitos 

ativados em função da interação com o parasito passam a produzir óxido 

nítrico. NO é sintetizado por uma família de enzimas conhecidas como óxido 

nítrico sintase (Rittig & Bogdan, 2000). O peróxido de hidrogênio também 

pertence ao grupo de espécies reativas de oxigênio que surgem através do 

metabolismo oxidativo (Wittimann et al, 2012).  

O sistema complemento desempenha um papel importante na 

fagocitose, a interação do parasita com os receptores para complemento 

ocorre na presença do soro, pela ativação do componente C3 do complemento, 

que se liga na glicoproteína (gp63) para o receptor C3 e  para o LPG do 

parasito as ligações ocorrem com o sítio específico para receptor C3 e receptor 

C1 (Handman & Bullen, 2002).   

Os neutrófilos são as primeiras células que migram para o local da 

infecção, com a função primária de fagocitar os microorganismos. Uma vez 

ingeridas, as partículas estranhas sofrem ação microbicida e são destruídas 

por enzimas proteolíticas, armazenadas em grânulos e pela produção de 

espécies reativas de oxigênio (Awasthi, Mathur & Saha 2004; Ribeiro-Gomes & 

Sacks 2012). As opsoninas são os componentes do soro que atuam ligando-se 

à superfície dos microrganismos e a receptores específicos na superfície de 

fagócitos, este evento facilita a fagocitose. A fagocitose pode ser mediada pelo 

reconhecimento de padrões moleculares de patógenos (PAMPs) na superfície 

de microrganismos, via receptores para padrões moleculares de 

reconhecimento (Laskay, Zandbergen & Solbach 2003). 

Com a fagocitose pelos neutrófilos inicia-se a resposta imunitária, este 

processo começa com a emissão de pseudópode que envolve a Leishmania 

spp. e após adesão por meio de receptores na superfície celular e do parasito 
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ocorre a interiorização do mesmo. No interior celular há formação do 

fagossoma que ao fundir com o lisossoma originam o fagolisossoma. O papel 

de neutrófilos no estabelecimento da infecção é conhecido, mas estudos 

referentes à função dos neutrófilos na leishmaniose visceral canina são 

escassos e contraditórios (Almeida et al. 2013). Em cães susceptíveis, a 

atividade fagocitária do neutrófilo é alta, mas sua capacidade de eliminar o 

parasito intracelular não é efetiva (Saridomichelakis 2009).  O uso do teste do 

nitro blue tetrazolium (NBT) para avaliar a porcentagem de ativação de 

neutrófilos, em sangue canino, revelou que em animais controles e 

sintomáticos não houve redução do NBT, ao serem comparados com os cães 

que apresentaram linfoadenopatia, como único sinal clínico (Gómez-Ochoa et 

al. 2010).  

Após inoculação da forma promastigota na derme, a leishmânia evade à 

lise mediada pelo sistema do complemento e adere à superfície de 

macrófagos. Uma das funções destas células é transportar o agente para 

linfonodos regionais, em seguida, disseminando-se pelo organismo 

(Saridomichelakis 2009).    

A resposta imune celular dependente de linfócitos é considerada o 

principal mecanismo efetor e se manifesta com uma aumentada proliferação 

celular no sangue periférico, acompanhada pela produção de IFN- e FNT-, 

que ativam macrófagos, células responsáveis pela morte do parasito 

intracelular (Barbiéri 2006; Reis et al. 2010). Outro papel importante do 

macrófago é a erradicação intracelular de formas amastigotas, por produção de 

espécies reativas de oxigênio e nitrogênio. Sua eliminação depende da 

produção de óxido nítrico (NO) induzida pela óxido nítrico sintase (iNOS), mas 

para a indução da resposta imune também é necessária a expressão da 

moléculas de superfície co-estimulatória B7 (Saridomichelakis 2009). Estudo 

realizado com macrófagos de cães infectados com Leishmania (L.) infantum 

mostrou maior produção de óxido nítrico na atividade anti-leishmânia. A adição 

de lipopolissacarídeo (LPS) não resultou em produção de NO, sugerindo que 

há outras vias para sua produção (Pinelli et al. 1994). Bradionísio et al (1996) 

observaram explosão respiratória reduzida em cães infectados e sugeriram que 

este fato poderia ser explicado, em parte, pela duração e a gravidade da 

doença nestes animais.  
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Houve evolução de sofisticados mecanismos na interação entre as 

leishmânias e seus hospedeiros, o que propiciou o desenvolvimento de 

mescanismos de escape à função de fagócitos, como a inibição de óxido nítrico 

e de citocinas que induzem ativação de macrófagos. Estas funções são 

necessárias para que ocorra o desenvolvimento de uma resposta imunitária 

eficaz (Olivier et al. 2005). O macrófago apresenta o antígeno via complexo de 

histocompatibilidade principal II aos receptores de linfócitos T. 

Simultaneamente, ocorre uma interação entre moléculas co-estimulatórias 

como a B7 em macrófagos, que desempenha papel importante na 

linfoproliferação (Saridomichelakis 2009).   Foi observado que a presença de 

B7 está associada a ativação de células T e produção de IFN-. A diminuição 

da expressão desta molécula em cães sintomáticos sugere um possível 

mecanismo de escape pelas leishmânias (Pinelli et al. 1994).     

A função de outros fagócitos como neutrófilos e eosinófilos ainda não foi 

totalmente esclarecida. Em cães susceptíveis, a atividade fagocitária do 

neutrófilo está elevada, mas não mostra relação com sua capacidade de 

eliminar o parasito intracelular (Saridomichelakis 2009).   

A Leishmania (L.) infantum parece induzir uma resposta mista de células 

T auxiliar 1 (Ta1) e T auxiliar 2 (Ta2), onde o controle da replicação do parasito, 

a progressão da doença ou a cura são determinados pelo equlíbrio entre essas 

subpopulações de linfócitos T. As subpopulações de linfócitos Ta1 e Ta2 são 

importantes na resposta imunitária contra o parasito na Leishmaniose Visceral 

Canina. Com base no perfil de citocinas é possível observar a atuação destas 

duas subpopulações de linfócitos T (Boggiatto et al. 2010).  

A imunidade protetora está relacionada com os linfócitos Ta1, e é 

mediada pelo IFN-, FNT- e IL-2, que aumentam a atividade do macrófago. A 

IL-12 aumenta a produção de IFN- e é considerado um marcador ativo da 

doença (Barbiéri 2006; Saridomichelakis 2009). Cães assintomáticos 

apresentaram aumentada expressão de citocinas Ta1, como IFN- e FNT- em 

lifonodos, enquanto que, os animais sintomáticos expressaram citocinas 

regulatórias como IL-10 e TGF-β. Os níveis de IL-4 e IL-12 foram semelhantes 

nos dois grupos. Entretanto, o papel das citocinas da resposta Ta2 ainda não 
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foi bem definida, sendo que a IL-4 tem sido associada à susceptibilidade à 

infecção pelo parasito (Saridomichelakis 2009).   

Alguns estudos têm demonstrado que cães infectados apresentaram 

aumentada expressão de IL-10 em células do baço. A IL-10 é reguladora da 

atividade de linfócitos Ta1 no equilíbrio entre respostas Ta1 e Ta2 (Baneth et 

al.  2008).      

Animais com Leishmaniose Visceral Canina apresentam uma forte 

resposta humoral, mais elevada em cães sintomáticos do que em cães 

assintomáticos, mas que parece não desempenhar função protetora (Baneth et 

al.  2008; Reis et al. 2010). Em cães susceptíveis ocorre ativação de células B 

com intensa produção de imunoglobulinas. Os anticorpos anti-leishmânia 

podem ser detectados antes do aparecimento da sintomatologia e estão 

relacionadas com a presença da doença e a gravidade dos sinais clínicos. O 

número de células B pode estar normal, aumentado ou diminuído no sangue 

periférico, pois há uma migração massiva destas células para órgãos linfóides 

(Saridomichelakis, 2009). 

A IgG é a classe predominante entre as imunoglobulinas produzidas na 

LVC, a IgM, IgE e IgA aparecem com menor frequência e concentração. Níveis 

de IgG1 e IgG2 estão significativamente mais aumentados em animais 

sintomáticos do que em assintomáticos. Diversos estudos têm demonstrado 

que as subclasses de IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 aparecem aumentadas e 

correlacionadas com a gravidade da doença (Saridomichelakis 2009). 

Diferenças na resposta celular e humoral foram observadas entre os 

animais resistentes e susceptíveis a LVC, o que sugere que diferentes 

mecanismos regulatórios estão ocorrendo durante a infecção (Pinelli et al. 

1994).  

É importante uma melhor compreensão da interação parasito-

hospedeiro, pois a partir dessas informações será possível estabelecer 

mecanismos que possam ajudar o desenvolvimento de vacinas e 

medicamentos. 
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O sistema imunitário inato faz parte da primeira linha de defesa contra a 

infecção pelas leishmânias e dependendo da resposta deste sistema, podem 

determinar a evolução da infecção pelo parasito para o desenvolvimento da 

leishmaniose doença ou para a cura. 

Embora mais estudada em seres humanos, as funções da imunidade 

inata e particularmente a dos fagócitos ainda estão pouco esclarecidas em 

cães com leishmaniose. A compreensão da função fagocitária e da produção 

de moléculas microbicidas reconhecidas como envolvidas na defesa contra as 

leishmânias, como a produção de radicais livres de oxigênio e nitrogênio, 

poderá contribuir para a compreensão dos mecanismos efetivos de defesa 

desencadeados pelo hospedeiro contra as leishmânias e os mecanismos de 

escape do parasito, o que aumentará a compreensão dos mecanismos 

fisiopatogênicos determinantes da doença nos cães e propiciar subsídios para 

melhor tomada de decisões em relação ao controle da doença. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS 



16 
 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar a resposta imunitária inata dos fagócitos de cães naturalmente 

infectados por Leishmania spp. em comparação com cães normais, pela 

avaliação da fagocitose e capacidade de produzir moléculas microbicidas. 

 

3.2 Objetivos específicos 

a) Avaliar a capacidade fagocitária de monócitos e neutrófilos pelos 

receptores que reconhecem padrões moleculares de patógenos em cães 

naturalmente infectados pela Leishmania spp.  

b) Avaliar a capacidade fagocitária de monócitos e neutrófilos pelos 

receptores para opsoninas em cães naturalmente infectados pela Leishmania 

spp.  

c) Avaliar a capacidade de produção de ânions superóxido pelos 

fagócitos do sangue periférico de cães naturalmente infectados por Leishmania 

spp., pelo teste do Nitro  blue tetrazolium (NBT). 

d) Avaliar a capacidade de produção de óxido nítrico e peróxido de 

hidrogênio pelos monócitos de sangue periférico de cães naturalmente 

infectados pela Leishmania spp.  
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4.1 Tipo de estudo e delineamento experimental 
 

Este estudo é do tipo experimental e comparou a função fagocitária e 

produção de radicais de oxigênio e nitrogênio por fagócitos de cães 

naturalmente infectados pela Leishmania spp. e cães normais.  

 Cães naturalmente infectados pela Leishmania spp. com sorologia 

positiva para leishmaniose foram avaliados clinicamente e sangue foi coletado 

para avaliação bioquímica, hemograma e avaliação das funções dos fagócitos. 

Foram avaliadas a capacidade fagocitária e a produção de peróxido de 

hidrogênio e óxido nítrico nos cães naturalmente infectados pela Leishmania 

spp. e nos controles normais. O fluxograma do presente trabalho encontra-se 

na figura 1. 

 

 

 

 

Figura 1.  Fluxograma  
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4.2 Grupos de estudos  

Foram utilizados 30 cães provinientes da DIVAL, sem raça definida, 

maiores que um ano de idade. Os cães foram distribuídos em dois grupos: 15 

cães não infectados utilizados como controle normal, 15 cães naturalmente 

infectados por Leishmania spp.. Foi utilizada uma amostra de conveniência e 

foram utilizados como critério de inclusão cães que apresentaram sorologia 

positiva para leishmaniose (DPP e/ou ELISA positivo), cães maiores que um 

ano de idade e ausência de outra doença possível de influenciar as funções do 

sistema imunitário, avaliadas pelos exame clínico e pesquisa de 

hematozoários. Foram critérios de exclusão: cães menores que um ano e cães 

que apresentaram sinais clínicos compatíveis com outras doenças e 

positividade na pesquisa de hematozoários. 

Foram coletados 20 mL de sangue intracardíaco dos cães naturalmente 

infectados e 20 mL de sangue venoso dos cães controle normal para 

realização dos ensaios das funções do sistema imunitário inato in vitro, e 

determinação de parâmetros hematológicos e bioquímicos. A via intracardíaca 

foi escolhida devido ao estado físico debilitado em que a maioria dos animais 

com sorologia positiva para leishmaniose se encontravam, que dificultava 

realização da coleta de sangue venoso. Barboza-Marques (2003) não observou 

diferença entre o número total e percentual de leucócitos quando quantificado 

em sangue obtido por via venosa ou arterial, como também não observou 

diferença na aderência à lâmina e na função dos fagócitos quando comparados 

no sangue do mesmo indivíduo obtido por via venosa ou arterial. 

Os animais foram examinados por um médico veterinário para excluir a 

presença de qualquer outra doença que pudesse interferir no presente estudo.  

A coleta das amostras de sangue foi realizada na Diretoria de Vigilância 

Ambiental (DIVAL), tanto dos animais com leishmaniose como dos controles, e 

10 mL dispensado em tubo com heparina foi encaminhada ao Laboratório de 

Imunologia Celular do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina 

da Universidade de Brasília para avaliação das funções dos fagócitos; 10 mL 

foi encaminhada ao Centro Integrado de Diagnóstico Veterinário (CID-vet) para 

realização do hemograma (5mL em tubo com EDTA) e a bioquímica sanguínea 

(5mL em tubo sem anticoagulante). Os testes foram realizados imediatamente 

após a coleta do sangue.  
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Os seguintes critérios foram utilizados para definição dos casos de 

Leishmaniose Canina: parâmetros clínicos sugestivos de leishmaniose, 

realização dos testes sorológicos Dual Path Platform (TR DPP®) (Bio-

Manguinhos) e Ensaio Imunoenzimático (EIE) para leishmaniose visceral 

canina (Bio-Manguinhos) e o exame parasitológico direto de material obtido por 

punção de medula óssea, com coloração pelo método Panótico para 

comprovação da presença da leishmânia à pesquisa direta ao microcópio 

óptico.  

Todos os animais do grupo leishmaniose tiveram diagnóstico sorológico, 

pelo exame parasitológico direto e clínico para leishmaniose. No grupo 

controle, a infecção pela leishmânia foi excluída por parâmetros clínicos e 

sorológicos. 

Nos parâmetros clínicos os seguintes encontros foram considerados: 

aumento de linfonodos, perda de peso, letargia, onicogrifose, lesões cutâneas 

(como dermatite esfoliativa com ou sem alopecia, dermatite ulcerativa), lesões 

oculares (como blefarite esfoliativa/ulcerativa, conjuntivite purulenta). 

O teste rápido DPP utiliza uma combinação de proteína A conjugada a 

partículas de ouro coloidal e anticorpos específicos da amostra para 

leishmânia. Em sequência, reage com antígenos recombinantes de Leishmania 

chagasi ligados a uma membrana (fase sólida). O conjugado se liga aos 

anticorpos específicos para leishmânia produzindo uma linha (roxa/rosa) na 

área do teste. Na ausência de anticorpos para leishmania a linha (roxa/rosa) 

não aparece na área do teste. Um resultado não reagente é indicado por uma 

linha roxa/rosa na área de controle e nenhuma na área de teste, o que indica 

ausência de anticorpos para leishmânia na amostra. Em um resultado reagente 

aparecerá duas linhas roxa/rosa, uma na área de controle e outra na área de 

teste, indicando que anticorpos para leishmânia foram detectados. 

O ensaio imunoenzimático (EIE) para leishmaniose visceral canina 

consiste na reação de anticorpos presentes nos soros ou plasmas de cães com 

antígenos solúveis e purificados de Leishmania major like obtidos a partir de 

cultura in vitro. Os antígenos obtidos são previamente adsorvidos nas 

cavidades de microplacas/ “strip” (fase sólida). A seguir, adicionam-se os soros 

controle positivo, negativo e as amostras, devidamente diluídos. Caso as 
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amostras possuam anticorpos específicos, estes irão se ligar aos antígenos da 

fase sólida. 

Na etapa seguinte, deve-se adicionar um conjugado específico, 

antimunoglobina, marcado com enzima peroxidase. Na presença de anticorpos 

específicos, ocorrerá a ligação conjugado-anticorpo, que poderá ser 

evidenciada com adição de uma substância cromógena (tetrametilbenzidina-

TMB). 

A peroxidase juntamente com o peróxido de hidrogênio formará um 

composto de coloração azul turquesa que ao adicionar-se o ácido sulfúrico, 

interrompe a reação e passa a apresentar uma coloração amarela, positivo 

(reagente). Nas cavidades que não houver anticorpos específicos, não haverá 

aparecimento de cor o que caracteriza uma reação negativa (não reagente). Os 

resultados são quantificados em um espectrofotômetro para microplaca em 

comprimento de onda de 450 nm.  

 As normas éticas para a pesquisa científica com animais foram 

rigorosamente obedecidas, conforme determina a lei número 11.794, de 8 de 

outubro de 2008, os princípios éticos para experimentação animal, definidos 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA, 1991) e a 

Declaração Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO, 1978). O presente 

projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética para Uso Animal da Universidade de 

Brasília (CEUA), número de protocolo 134885/2013.  

 

Coleta das amostras 

A coleta de amostras de sangue e a punção da medula óssea foram 

realizadas por médicos veterinários. Foram utilizados focinheira e cambão para 

imobilização dos animais. Os animais foram contidos em decúbito lateral 

direito, segurando os membros anteriores e posteriores, impedindo apoio do 

animal para levantar. Para a coleta de sangue venoso, o garrote foi colocado 

próximo da articulação úmero-radial. Foi realizada assepsia com álcool 70% no 

local a ser puncionado. Utilizou-se uma seringa de 20 mL e a agulha foi 

introduzida sobre o vaso sanguíneo com o bisel voltado para cima, puxando o 

êmbolo da seringa lentamente, sem provocar vácuo, para evitar hemólise. 

Foram coletados 20 mL de sangue de cada animal. A agulha foi retirada da 

seringa e o sangue foi distribuído em 10 mL para o frasco com anticoagulante 
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heparina, 5 mL em um frasco com anticoagulante EDTA e 5 mL em um frasco 

sem anticoagulante. A punção cardíaca foi realizada após a anestesia, o animal 

foi colocado, em decúbito lateral direito e a agulha inserida em um ângulo de 

10 a 30º acima do abdômen, lateralmente ao processo xifoide. Foram 

coletados 20 mL e distribuídos conforme descrito anteriormente para punção 

venosa. Para a punção de medula óssea dos animais com testes sorológicos 

positivos, após a contenção química do animal, foram realizadas a introdução 

da agulha (40X12mm) acoplada a uma seringa de 10 mL na crista ilíaca 

seguido do aspirado medular. Foram aspirados 1 mL e feitos 3 esfregaços a 

fresco, corados pelo método Panótico e analisados ao microscópio óptico para 

realização do exame parasitológico direto para identificação das leishmânias 

pelo aspecto morfológico. 

Os animais infectados foram anestesiados com Midazolan (3mg/kg, IV), 

Propofol (20mg/kg, IV) e quetamina (10mg/kg, IV). Após a anestesia geral nos 

animais, foram coletados sangue intracardíaco e as medulas ósseas e em 

seguida os animais foram eutanasiados com uma dose intravenosa (IV) de 

cloreto de potássio (KCL).  

 

Hemograma e bioquímica 

Com as amostras de sangue coletadas no frasco com EDTA foram 

realizados: avaliação das características físicas do plasma, realizado um 

esfregaço sanguíneo para pesquisa direta de hematozoários por microscopia 

óptica, determinação do hemograma e bioquímica do sangue. O hematócrito foi 

determinado pela centrifugação do microcapilar, resultando em sedimentação 

das hemácias, e expresso em porcentagem. No hemograma, foram avaliados a 

hemoglobina, as hemácias, as plaquetas e os leucócitos, que foram 

determinados em um contador de células automático (BC-2800 vet, Mindray).  

A coloração do esfregaço sanguíneo foi feita pelo Método Panótico 

Rápido.  

A concentração de Proteína Plasmática Total (PPT) foi mensurada por 

refratometria do plasma obtido após centrifugação do microcapilar utilizado 

para realização do hematócrito.  

Com as amostras de sangue sem anticoagulante foram realizados os 

exames bioquímicos creatinina, enzima hepática ALT, proteínas totais, 
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albumina e globulina. Os exames bioquímicos foram realizados pelo método 

cinético (BTS-350, Mindray). 

 

Exame Parasitológico 

Os exames parasitológicos para pesquisa direta das leishmânias foram 

feitos nos esfregaços de medula óssea e em “imprint” da lesão cutânea. As 

lâminas foram coradas pelo método Panótico.  

 

Capacidade fagocitária em cães normais e cães naturalmente 

infectados 

A avaliação da capacidade fagocitária de monócitos e neutrófilos foi 

realizada pelo teste de fagocitose em lâmina e em placa.   

 

Preparo da suspensão estoque de leveduras 

Foi utilizada a técnica descrita por Lachman e Hobart (1978) para o 

preparo de suspensão estoque de leveduras para a realização do teste de 

fagocitose. Quando as leveduras são preparadas por essa técnica há uma 

modificação em sua superfície que facilita a adsorção do componente C3 do 

complemento. Foi demonstrado por imunofluorescência que anticorpos 

presentes no soro também podem adsorver-se na superfície das leveduras 

(Muniz-Junqueira et al. 2003).  

Para o preparo da levedura utilizou-se 50g de fermento fresco de pão 

(Fleischmann) dissolvidos em 220 mL de solução salina tamponada com 

fosfato pH 7,2, que foram autoclavados a 120°C, por trinta minutos e em 

seguida lavada com STF até a obtenção de sobrenadante límpido. O 

sedimento foi ressuspenso com 28 mL de STF contendo 0,1M de 2-

mercaptoetanol e a suspensão foi incubada a 37°C por 2 horas em agitação.  

Após este procedimento, a suspensão foi lavada três vezes por 

centrifugação para retirada do 2-mercaptoetanol e novamente suspensa em 55 

mL de solução de 0,02M de iodoacetamida em STF, seguida de nova 

incubação por 2 horas à temperatura ambiente, com agitação. As leveduras 

foram lavadas três vezes por centrifugação em STF, suspensas em 220 ml de 

STF e o pH acertado para 7,2. Em seguida a preparação foi novamente 

autoclavada a 120°C, durante 30 minutos, e lavada com STF, por meio de 
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centrifugação até que o sobrenadante se apresentasse límpido, sendo então 

suspensa em 110 mL de tampão veronal pH 7,2, contendo azida sódica (200 

mg/L), com o objetivo de preservá-las. Ao final deste processo de preparação 

das leveduras, elas foram mantidas a 4°C para serem utilizadas em cada 

experimento. 

 

Preparo das leveduras Saccharomyces cerevisiae para utilização no 

teste da fagocitose e teste do NBT 

Para cada experimento, foram retirados 50 μL da suspensão estoque, 

que foi lavada com STF, pH 7,2 três vezes por centrifugação por 5 min. As 

leveduras foram quantificadas em hematocitômetro, e em seguida suspensas 

em Hanks tris e incubadas com soro fetal bovino a 10% (previamente inativado 

a 56°C, por 30 minutos) em banho-Maria, a 37°C por 30 min. Para as leveduras 

sensibilizadas, substituiu-se o soro fetal bovino pelo soro fresco do próprio 

animal. 

 

Separação das células  

Os monócitos do sangue periférico foram obtidos por meio da técnica de 

separação de células mononucleares utilizando Percoll (GE Health Care 

Biosciences), densidade de 1,077.  

Foram coletados 5 mL de sangue venoso em tubo vacutainer 

heparinizado. A amostra foi centrifugada a 200 g, por 10 minutos, a 4ºC. O 

precipitado foi ressuspenso com STF, pH 7,2, gelada, utilizando o mesmo 

volume de soro retirado. Em seguida, foi colocado sobre o Percoll, densidade 

1077; sendo utilizados 3 mL de Percoll para cada 5 mL de sangue. A amostra 

foi centrifugada a 750 g por 15 minutos a 4°C. A camada de células 

mononucleares foi recuperada e transferida para outro tubo, onde foi 

ressuspensa em 10 mL de STF, pH 7,2, gelada e centrifugada a 400 g, por 10 

minutos, a 4°C para retirar o Percoll. O sobrenadante foi desprezado e as 

células foram novamente resussuspensas em 10 mL de STF gelada e 

centrifugadas a 200g, por 10 minutos, a 4°C para retirar as plaquetas. O 

sobrenadante foi desprezado mais uma vez e as células ressuspensas em 2 

mL de RPMI incompleto estéril, pH 7.2, com Hepes 20mM, glutamina 2mM e 

2.5 mg/dL de gentamicina e mantidas a 4°C até o término da contagem. 
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A viabilidade das células recuperadas foi avaliada em hematocitômetro 

pela exclusão da nigrosina.  

 

Teste da fagocitose em lâmina 

O teste de fagocitose foi realizado por técnica adaptada de Muniz-Junqueira 

et al. 2001. A capacidade fagocitária de monócitos e neutrófilos de cães com 

leishmaniose e controles foi analisada pelos receptores que reconhecem 

padrões moleculares de patógenos, para o qual foram utilizadas leveduras não 

sensibilizadas e pelos receptores para complemento e fração Fc da 

imunoglobulina, quando foram utilizadas as leveduras sensibilizadas. Para 

sensibilizar as leveduras foi utilizado o soro do próprio animal que foi incubado, 

previamente, com leveduras por 30 minutos em banho-Maria, a 37C. 

 Para avaliar a capacidade fagocitária dos neutrófilos e monócitos foram 

estudados 15 cães com infecção natural pela leishmânia e 15 cães controle 

normal. Para realização do teste de fagocitose em lâmina foram distribuídos 

40µL sangue heparinizado por escavação, para cada cão individualmente, nas 

áreas delimitadas da lâmina de microscopia, em lâminas previamente 

marcadas. Em seguida, incubadas em estufa a 37°C por 45 minutos. Após 

esse período, as lâminas foram retiradas da estufa e lavadas com solução 

salina tamponada com fosfato (STF) a 37C, para retirar hemácias e células 

não aderentes. Em seguida, foram distribuídos 20µL de suspensão das 

leveduras Saccharomyces cerevisiae, nas proporções 5 ou 20 leveduras, 

sensibilizadas ou não, por fagócito. As preparações foram então incubadas em 

estufa a 37°C por 30 minutos. Em seguida, as lâminas foram lavadas com 

solução salina tamponada com fosfato (STF) a 37°C, para retirar as leveduras 

não aderidas/ingeridas. A última lavagem de todas as preparações foi realizada 

com Hanks-triz contendo 30% de soro fetal bovino. O excesso foi desprezado e 

as preparações foram secas com vento quente. As lâminas foram fixadas com 

metanol por 1 min e coradas com Giemsa 10% por 10 min, em seguida lavadas 

com água. Os fagócitos foram analisados em microscópio óptico com objetiva 

de imersão (aumento de 1000X) e contados 200 monócitos e 200 neutrófilos 

por escavação para a determinação do índice fagocitário.   

Para a determinação do índice fagocitário de neutrófilos e monócitos 

multiplicou-se a média do número das leveduras Saccharomyces cerevisiae 
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ingeridas por fagócito pela proporção de fagócitos envolvidos na fagocitose. 

Assim, o Índice Fagocitário = média de leveduras ingeridas por fagócito x 

proporção de fagócitos envolvidos na fagocitose (Muniz-Junqueira et al. 2003). 

 

Fagocitose em placa      

Apenas em um subgrupo de 19 animais (12 controles e 7 com 

leishmaniose) a fagocitose em placa foi realizada. Após a separação das 

células mononucleares pela centrifugação em Percoll, conforme descrita 

anteriormente, foram distribuídas 5x105 células por poço, em 500µL, em RPMI 

incompleto, estéril, pH 7.2, com Hepes 20mM, glutamina 2mM e 2.5 mg/dL de 

gentamicina, em placas estéreis de 24 poços. As células foram incubadas por 2 

horas, a 37C, em estufa a 5% de CO2, para permitir a aderência dos 

monócitos na lamínula. Logo após a incubação os poços foram lavados duas 

vezes com STF aquecida a 37°C, pH 7,2 e distribuídos 450µL de RPMI 

completo estéril, pH 7.2, com Hepes 20mM, glutamina 2mM e 2.5 mg/dL de 

gentamicina com soro fetal bovino a 10% em cada escavação. Adicionou-se as 

leveduras na proporção de 5 ou 10 leveduras por monócito, em um volume de 

50µL de suspensão em cada poço e as placas foram incubadas por 30 minutos 

para permitir a fagocitose. Em seguida, todos os poços foram lavados com STF 

pH 7,2 a 37°C, por 3 vezes cada um. Acrescentou-se RPMI completo estéril, 

pH 7.2, com Hepes 20mM, glutamina 2mM e 2.5 mg/dL de gentamicina 

acrescido de 30% SFB para melhor preservação das células. Em seguida as 

placas foram secas com vento quente, as células foram fixadas com metanol 

por 1 min e coradas com Giemsa 10%, por 10 min. As lamínulas foram 

retiradas das placas e fixadas com meio para montagem (entelan) sobre uma 

lâmina de microscopia e analisadas ao microscópio óptico para determinação 

do índice fagocitário. 

 

Teste do NBT 

A avaliação da produção de ânions superóxido pelos neutrófilos de 

sangue periférico dos animais foi realizada pela técnica da redução do corante 

Nitroblue tetrazolium (NBT).  

Foram distribuídos 40µL de sangue heparinizado dos cães nas áreas 

delimitadas da lâmina de microscopia, em seguida, incubadas em estufa a 
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37°C por 45 min. Após esse período, as lâminas foram retiradas da estufa e 

lavadas com solução salina tamponada com fosfato (STF), a 37°C, para retirar 

hemácias e células não aderentes. As células foram tratadas com 20µL de 

solução de NBT (0,25mg/0,5mL de Hanks), e estimuladas ou não com 10 

leveduras sensibilizadas por fagócito.  Em seguida, as preparações foram 

incubadas em estufa a 37°C por 30 min, as lâminas foram lavadas com solução 

salina tamponada com fosfato (STF) a 37°C, para retirar as leveduras não 

aderidas/ingeridas. A última lavagem foi realizada com Hanks-triz com 30% de 

soro fetal bovino e seca com vento quente. As lâminas foram fixadas com 

metanol por 1 minuto e contra-coradas com safranina por 5 min. As células 

foram examinadas ao microscópio óptico contando 200 fagócitos por 

preparação, e expressas como a porcentagem de células que reduziram o 

corante NBT. 

 

Avaliação da produção de óxido nítrico pelos monócitos de sangue 

periférico  

A produção do óxido nítrico foi avaliada pela quantificação do nitrito dos 

sobrenadantes das culturas de células mononucleares. A determinação do 

óxido nítrico foi realizada pela reação de Griess, descrita por Green et al. 1981. 

Após a separação das células mononucleares por centrifugação em 

Percoll, como descrito anteriormente, foram distribuídas, em triplicata, 2x105 

células mononucleares por poço, em um volume de 200L de RPMI 

incompleto, estéril, pH 7.2, com Hepes 20mM, glutamina 2mM e 2.5 mg/dL de 

gentamicina, em placa estéril de 96 escavações, de fundo chato. As células 

foram incubadas por 2 horas, a 37C em estufa a 5% de CO2 em ar para 

permitir aderência dos fagócitos. Logo após a incubação todas as escavações 

foram lavadas duas vezes com 350L STF pH 7.2 a 37C. Em seguida foram 

acrescentados 200L RPMI completo, estéril, pH 7.2, com Hepes 20mM, 

glutamina 2mM e 2.5 mg/dL de gentamicina com soro fetal bovino a 10%.  

Para determinação da melhor dose do LPS para estimular os fagócitos a 

produzirem o óxido nítrico, foram utilizados LPS nas seguintes concentrações: 

10ng/mL, 50ng/mL, 100ng/mL, 500ng/mL, 1µg/mL, 5 µg/mL de LPS.  
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As células mononucleares foram incubadas por mais 24 horas, a 37C 

em estufa em 5% de CO2. 

Depois das 24 horas de incubação, as placas de 96 escavações foram 

centrifugadas por 10 min, em temperatura ambiente. Foram então transferidos 

100L do sobrenadante para outra placa estéril, de fundo chato, onde em 

seguida foi acrescentado 100L do reagente de Griess (1-N naftiletileno 

diamina dihidrocloridro a 0,1 %, sulfanilamida a 1% e H3PO4 a 25%). Após dez 

minutos foi realizada a leitura da placa em espectrofotômetro (Spectramax® 

Plus 384, Molecular Devices) com filtro de 540nm. 

A curva padrão, utilizando nitrito de sódio, foi elaborada pela diluição 

seriada de uma solução de nitrito de sódio (NaNO2) 200M, preparada a partir 

de uma solução de NaNO2 1M. 

 

Avaliação da produção de peróxido de hidrogênio pelos monócitos 

de sangue periférico  

A produção de peróxido de hidrogênio pelos monócitos de sangue 

periférico de cães foi determinada pela técnica de Pick e Mizel (1981). Esta 

técnica consiste na oxidação do vermelho de fenol pela peroxidase na 

presença de H2O2, resultando em um produto que pode ser lido por 

colorimetria. 

Após a separação das células mononucleares por Percoll, conforme 

descrito anteriormente, foram distribuídas, em triplicata, 2x105 células por poço, 

em um volume de 200L de RPMI incompleto, estéril, pH 7.2, com Hepes 

20mM, glutamina 2mM e 2.5 mg/dL de gentamicina, em placa de 96 poços, 

estéril, de fundo chato. As células foram incubadas por 2 h a 37C em estufa a 

5% de CO2 para aderência dos fagócitos. Logo após a incubação todos os 

poços foram lavados duas vezes com 350L STF pH 7.2 a 37C. 

Os poços destinados para as preparações basais foram preenchidos em 

triplicata com 140L de solução de vermelho fenol e nos poços destinados para 

as preparações estimuladas, foi acrescentado o PMA (19 unidades/mL) nas 

seguintes concentrações 20nM, 40nM, 80nM, 100nM, 200nM.  As células 

mononucleares foram incubadas por mais 60 minutos, a 37C em estufa a 5% 

de CO2.  
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Foi preparada uma curva padrão com as concentrações supracitadas. 

Utilizou-se diluição seriada a partir de uma solução estoque de H2O2 na 

concentração de 10mM, 95 µl de H2O2 (30 volumes) e 100mL água milli-Q. 

Após a retirada da placa da incubação, a reação foi interrompida 

colocando 10μL de NAOH 1N em cada escavação. A leitura da placa foi feita 

em espectrofotômetro (Spectramax® Plus 384, Molecular Devices) com filtro de 

620nm. 

 

Padronização do número de células aderidas nas lâminas e 

lamínulas  

Para determinar o número de células de cães que aderem à lâmina, 

foram calculados o número de células aderidas às escavações de 7mm sobre 

lâminas e de lamínulas de 13mm, após permitir a aderência, conforme 

previamente descrito, por 45 min para as escavações de 7mm e por 2 h para 

as lamínulas de 13mm, pela quantificação de 10% da área da escavação para 

as lâminas de 7mm e para as lamínulas de 13mm.  

Determinou-se no número de campos em que as células deveriam ser 

quantificadas pela divisão da área da escavação na lâmina (7mm) ou lamínula 

(13 mm) pela área da objetiva do microscópio. Foram contados neutrófilos, 

monócitos, eosinófilos e linfócitos em 10% da área. Ficaram aderidos nas 

lâminas de 7mm 16.620 monócitos e 12.540 neutrófilos após 45 min de 

incubação. E nas lamínulas de 13mm, ficaram aderidos 11.130 monócitos e 

18.230 neutrófilos após 2h de incubação 

 

4.3 Análise estatística 

A verificação da normalidade ou não das amostras foi feita pelo teste de 

Kolmogorov–Smirnov e a igualdade das variâncias determinada pelo teste de 

Bartlett. 

Para a comparação entre duas variáveis independentes com distribuição 

normal foi utilizado o teste t de Student e para as que não mostraram 

distribuição normal foi utilizado o teste Mann-Whitney. Para a comparação 

entre mais do que duas variáveis, após a determinação da normalidade ou não 

da amostra, foram utilizados os testes de ANOVA, seguido do teste de Student-

Newman Keuls para comparação entre os grupos com distribuição normal e o 
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teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn para comparação entre 

os grupos com distribuição não normal.  

As diferenças entre as variáveis foram consideradas estatisticamente 

significantes quando a probabilidade bi-caudal da sua ocorrência devido ao 

acaso (erro tipo I) foi menor do que 5% (p<0,05).  

As análises estatísticas foram realizadas com a utilização do software 

Prism® for Windows (GraphPad Software, Inc., USA, 2005).  
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5.1 Parâmetros clínicos e laboratoriais dos cães estudados. 

 

Foram estudados 22 cães machos e 8 cães fêmeas, e os seguintes sinais 

clínicos característicos da doença foram observados: alopecia, descamação 

(figura 3), úlcera na pele (figura 2), onicogrifose (figura 4), lesões oculares 

(figura 5 e 6), caquexia, linfoadenomegalia, ceratoconjuntivite. A presença de 

sinais clínicos foi expressa em porcentagem (tabela 1). 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 2 – Úlcera na pele, localizada no membro posterior em animal 
com leishmaniose. 

Figura 3 – Lesão descamativa em animal com leishmaniose. 
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Figura 5 - Lesões oculares e tegumentares em animal com leishmaniose. 
 

Figura 4 - Onicogrifose em animal com leishmaniose. 
  

Figura 6 - Lesões perioculares em animal com leishmaniose. 
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Tabela 1 - Parâmetros clínicos apresentados por 15 cães com leishmaniose  

Sinais clínicos  Número Porcentagem 

Alopecia  5 33% 

Descamação  7 46% 

Úlcera na pele  3 20% 

Onicogrifose  4 26% 

Caquexia 

 

 7 46% 

Linfoadenomegalia 

 

 6 40% 

Ceratoconjuntivite  8 53% 

 

 

 

5.1.2 Bioquímica do sangue nos animais com leishmaniose e controles 

normais. 

 

Foram analisados parâmetros bioquímicos de cães com leishmaniose (n 

= 11) e controles normais (n=11). (Tabela 2). 

Os cães com leishmaniose apresentaram diminuição da atividade sérica 

da alanina aminotransferase (ALT) em relação a cães normais, sendo que a 

mediana da atividade sérica da ALT foi 25,8 U/I em cães com leishmaniose, 

enquanto a de cães normais foi 43,2 U/I (p=0.0020, teste t, com correção de 

Welch). Não foram observadas diferenças na concentração sérica da creatinina 

entre os animais com leishmaniose e controles normais (p=0.35, teste t, com 

correção de Welch). 

As proteínas totais (PT) mostraram-se aumentadas em cães com 

leishmaniose em relação a cães normais, sendo a mediana para os cães com 

leishmaniose de 7,5 g/dL e a dos cães controle normal de 5,6 g/dL (p=0.0008, 

teste t, com correção de Welch). Não houve diferença na concentração sérica 

de albumina entre cães com leishmaniose e cães normais (p=0,93, teste t). 

Entretanto, a concentração sérica de globulina mostrou-se mais elevada em 
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cães com leishmaniose (5,4 g/dL) do que em cães normais (3,0 g/dL) 

(p<0.0001, teste t). Tabela 2.  

 

Tabela 2 - Parâmetros da bioquímica do sangue de cães com leishmaniose 

(n=11) e controles normais (n=11). 

 
Qi= quartil inferior 25; Qs= quartil superior 75 

   

 

5.1.3 Hemograma dos animais com leishmaniose e controles normais. 

 

A avaliação dos parâmetros hematológicos mostrou anemia e plaquetopenia 

nos cães com leishmaniose. Houve menor número de hemácias em cães com 

leishmaniose em relação aos cães normais, sendo a mediana para os cães 

com leishmaniose de 4.900 x 106 /mm3 que foi menor do que em cães normais 

(7.000 x 106 /mm3) (p<0.0001, teste t). O hematócrito foi menor em cães com 

leishmaniose (30%) em relação aos cães normais (47%) (p<0.0001, teste t). 

Observamos também menor concentração de hemoglobina em cães com 

leishmaniose (9,1 g/dL) em relação aos cães normais (16,0 g/dL) (p<0.0001, 

teste t). Entretanto, não foram observadas diferenças entre VCM (p=0,18; teste 

de Mann-Whitney), HCM (p=0,09, teste de Mann-Whitney) e CHCM (p=0,20, 

teste de Mann-Whitney) de cães com leishmaniose em relação aos cães 

normais. As plaquetas estavam menores em cães com leishmaniose em 

relação aos cães normais, sendo a mediana em cães com leishmaniose de 
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283.000 mm3 e a de cães normais 371.000 mm3 (p=0,0086, teste de Mann-

Whitney) (Tabela 3).  

A análise da série branca mostrou leucopenia com neutrofilia relativa e 

desvio à esquerda. Os leucócitos totais mostraram-se diminuídos nos cães com 

leishmaniose em relação aos cães normais. Foi observado que a mediana do 

número total de leucócitos dos cães com leishmaniose (7500 mm3) foi menor 

do que o de cães normais (15200 mm3) (p=0,0053, teste t). A mediana das 

formas em bastonetes dos neutrófilos apresentou-se maior em cães (8,0%) 

com leishmaniose do que em cães normais (2,0%) (p=0,0002, teste de Mann-

Whitney), sendo que os animais com leishmaniose apresentaram 73% de 

neutrófilos segmentados contra 59% dos animais controles (p=0,06, teste t). 

Observamos que a mediana da porcentagem de eosinófilos de cães com 

leishmaniose (2,0%) foi menor do que em cães normais (11,0%) (p=0,0163, 

teste de Mann-Whitney). A mediana da porcentagem dos linfócitos em cães 

com leishmaniose (6%) foi menor do que em cães normais (14%) (p=0,0406, 

teste t com correção de Welch). Entretanto, não houve diferença na mediana 

da porcentagem de monócitos entre cães com leishmaniose e normais (p=0,64, 

teste t). 
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Tabela 3 - Parâmetros hematológicos (série vermelha) de cães com 
leishmaniose (n=11) e controles normais (n=11). 
 

 
VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média 
CHCM: Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média;  
Qi= quartil inferior 25; Qs= quartil superior 75 

 

 

Tabela 4 - Parâmetros hematológicos (série branca) de cães com leishmaniose 
(n=11) e controles normais.  (n=11). 
 

Qi= quartil inferior 25; Qs= quartil superior 75 
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5.2 Avaliação da função fagocitária 

 

5.2.1 Fagocitose por neutrófilos 

 

Para analisar a influência da infecção por Leishmania spp. sobre a 

capacidade fagocitária dos neutrófilos foram utilizados o índice fagocitário dos 

neutrófilos, a proporção de neutrófilos envolvidos na fagocitose e a média de 

partículas fagocitadas por neutrófilo, em cães naturalmente infectados em 

comparação a cães não infectados.  

 

5.2.1a Por receptores para padrões moleculares de patógenos 

Cães com leishmaniose apresentaram menor capacidade fagocitária pelos 

neutrófilos do que cães normais quando avaliados pelos receptores para 

padrões moleculares de patógenos. Observamos que a mediana do índice 

fagocitário dos neutrófilos foi menor nos cães com leishmaniose (1,0) do que 

nos cães controle normal (6,5), quando testamos a fagocitose pelos padrões 

moleculares de patógenos, utilizando a proporção de 20 leveduras por 

neutrófilo (p=0,016, Teste Mann-Whitney). Esta deficiência foi devida à menor 

proporção de neutrófilos envolvidos na fagocitose, sendo a mediana de 1,0 

para cães com leishmaniose e de 4,0 para cães controles normais (p=0,0037, 

Teste Mann-Whitney). Pois não houve diferença estatística no número de 

leveduras ingeridas por neutrófilo entre cães com leishmaniose (1,0) e cães 

normais (1,33) (p=0,27, Teste Mann-Whitney) (Figura 7). 

Esta diferença não foi evidenciada quando a fagocitose foi analisada na 

proporção de 5 leveduras não sensibilizadas por neutrófilo (p>0,05) (Figura 8) 
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Figura 7 - Capacidade fagocitária dos neutrófilos pelos receptores que 
reconhecem padrões moleculares de patógenos em cães naturalmente 
infectados por Leishmania spp. em comparação com controles normais, 
utilizando 20 leveduras (Saccharomyces cerevisiae) não sensibilizadas por 
neutrófilo. (A) Número de leveduras ingeridas por neutrófilo (p=0,27, Teste 
Mann-Whitney). (B) Proporção de neutrófilos envolvidos na fagocitose 
(p=0,0037, Teste Mann-Whitney). (C) Índice fagocitário dos neutrófilos 
(p=0,016, Teste Mann-Whitney). 
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Figura 8 - Capacidade fagocitária dos neutrófilos pelos receptores que 
reconhecem padrões moleculares de patógenos em cães naturalmente 
infectados por Leishmania spp. em comparação com controles normais, 
utilizando 5 leveduras (Saccharomyces cerevisiae) não sensibilizadas por 
neutrófilo. (A) Número de leveduras ingeridas por neutrófilo (p=0,49, Teste 
Mann-Whitney). (B) Proporção de neutrófilos envolvidos na fagocitose (p=0,53, 
Teste Mann-Whitney). (C) Índice fagocitário dos neutrófilos (p=0,65, Teste 
Mann-Whitney). 
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5.2.1b Por receptores para opsoninas 

Quando analisamos a fagocitose facilitada por opsoninas observamos que 

número de leveduras ingeridas por neutrófilo foi maior em cães com 

leishmaniose (1,87) em relação aos controles normais (1,44) (p=0.0020, teste t, 

seguido pela correção de Welch), quando utilizamos a proporção de 5 

leveduras por neutrófilo. Entretanto, não houve diferença estatística na 

proporção de neutrófilos envolvidos na fagocitose, sendo a mediana de 79,0 

para cães com leishmaniose e de 66,5 para cães controles normais (p=0,16, 

Teste t, seguido da correção de Welch). Também não houve diferença 

estatística entre a mediana do índice fagocitário dos neutrófilos dos cães com 

leishmaniose (129,5) em relação aos cães não infectados (92,0) (p=0,89, teste 

t). (Figura 9). 

Nenhuma diferença foi evidenciada quando a fagocitose pelos receptores 

para opsoninas foi analisada na proporção de 20 leveduras não sensibilizadas 

por neutrófilo (p>0,05). (Figura 10). 
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Figura 9 - Capacidade fagocitária de neutrófilos de cães naturalmente 

infectados pela Leishmania spp., pelos receptores para complemento e fração 

Fc da imunoglobulina, utilizando 5 Saccharomyces cerevisiae por neutrófilo, 

comparada com a de cães não infectados. (A) Número de leveduras ingeridas 

por neutrófilo (p=0,0020, teste t com correção de Welch). (B) Proporção de 

neutrófilos envolvidos na fagocitose (p=0,16, teste t com correção de Welch). 

(C) Índice fagocitário dos neutrófilos (p=0,89, teste t).  
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Figura 10 - Capacidade fagocitária de neutrófilos de cães com leishmaniose 

pelos receptores para opsoninas, utilizando 20 Saccharomyces cerevisiae por 

neutrófilo, comparada com a de cães controle normal. (A) Número de leveduras 

ingeridas por neutrófilo (p=0,0028, Teste Mann-Whitney). (B) Proporção de 

neutrófilos envolvidos na fagocitose (p=0,0568, teste t). (B) (C) Índice 

fagocitário dos neutrófilos (p=0,12, teste t).  
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5.2.2 Fagocitose por monócitos  

 

5.2.2 a. Por receptores para padrões moleculares de patógenos 

Não houve diferença entre a capacidade fagocitária pelos monócitos de cães 

com leishmaniose e cães controle normal (p>0,05) quando avaliados pelos 

receptores para padrões moleculares de patógenos, nas proporções de 5 ou 20 

leveduras não sensibilizadas por monócito. (Figuras 11 e 12). 
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Figura 11 - Capacidade fagocitária dos monócitos pelos receptores que 

reconhecem padrões moleculares de patógenos utilizando 5 Saccharomyces 

cerevisiae  não sensibilizadas por monócito, em cães naturalmente infectados 

por Leishmania spp. em comparação com a de cães controle normal. (A) 

Número de leveduras ingeridas por monócito (p=0,36, Teste Mann-Whitney). 

(B) Proporção de monócitos envolvidos na fagocitose (p=0,46, Teste Mann-

Whitney). (C) Índice fagocitário dos monócitos dos cães (p=0,40, Teste Mann-

Whitney).  



46 
 

Controle Leishmaniose
0

1

2

3

4

5

A

M
é
d

ia
 d

e
 l

e
v
e
d

u
ra

s
 f

a
g

o
c
it

a
d

a
s

p
o

r 
m

o
n

ó
c
it

o
s

Controle Leishmaniose
0

20

40

60

80

B

P
ro

p
o

rç
ã
o

 M
o

n
ó

c
it

o
s

Controle Leishmaniose
0

50

100

150

200

C

In
d

ic
e
 F

a
g

o
c
it

á
ri

o

m
o

n
ó

c
it

o
s

 

Figura 12 - Capacidade fagocitária dos monócitos pelos receptores que 

reconhecem padrões moleculares de patógenos, utilizando 20 Saccharomyces 

cerevisiae  não sensibilizadas por monócito,  em cães naturalmente infectados 

por Leishmania spp. em comparação a de cães controle normal.  (A) Número 

de leveduras ingeridas por monócito (p=0,85, Teste Mann-Whitney). (B) 

Proporção de monócitos envolvidos na fagocitose (p=0,30, Teste Mann-

Whitney). (C) Índice fagocitário dos monócitos (p=0,45, Teste Mann-Whitney). 
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5.2.2 b. Por receptores para opsoninas 

Monócitos de cães com leishmaniose apresentaram maior capacidade 

fagocitária em comparação aos de cães normais, quando avaliados pelos 

receptores para opsoninas, tanto na proporção de 5 quanto na proporção de 20 

leveduras sensibilizadas por monócito. 

Na proporção de 5 leveduras sensibilizadas por monócito, a mediana do 

índice fagocitário dos monócitos dos cães com leishmaniose (135,0) foi 4,2 

vezes maior do que a dos cães controle normal (32,0) (p=0,0028, Teste Mann-

Whitney). O aumento do IF deveu-se tanto ao aumento da proporção de 

monócitos envolvidos na fagocitose quanto ao maior número de leveduras 

ingeridas por monócito. Observamos que a mediana da proporção de 

monócitos envolvidos na fagocitose foi aproximadamente o dobro nos cães 

com leishmaniose (62,50) do que a dos cães controle normal (29,00) 

(p=0,0368, teste t); e que o número de leveduras ingeridas por monócito foi 

maior em cães com leishmaniose (2,0) quando comparados aos cães controle 

normal (1,0) (p=0,0005, Teste Mann-Whitney). (Figura 13).  

Na proporção de 20 leveduras sensibilizadas por monócito, a mediana do 

índice fagocitário dos monócitos foi maior nos cães com leishmaniose (280,5) 

do que em cães controle normal (52,00) (p=0,0008, teste t). Isto se deveu a 

maior ingestão de leveduras por monócito nos cães com leishmaniose (2,4) 

quando comparados aos cães controle normal (1,0) (p=0,0002, Teste Mann-

Whitney), pois não houve diferença entre as medianas da proporção de 

monócitos envolvidos na fagocitose em cães com leishmaniose (119,0) 

comparada aos cães controle normal (70,50) (p=0,10, Teste Mann-Whitney). 

(Figura 14). 
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Figura 13 - Capacidade fagocitária dos monócitos de cães com leishmaniose 

pelos receptores para opsoninas, utilizando 5 Saccharomyces cerevisiae por 

monócito, comparada com a de cães controle normal.  (A) Número de 

leveduras ingeridas por monócito (p=0.0005, Teste Mann-Whitney). (B) 

Proporção de monócitos envolvidos na fagocitose (p=0,0368, teste t). (C) Índice 

fagocitário dos monócitos (p=0,0028, Teste Mann-Whitney).    
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Figura 14 - Capacidade fagocitária dos monócitos de cães com leishmaniose 

pelos receptores para opsoninas, utilizando 20 Saccharomyces cerevisiae por 

monócito, comparada com a de cães controle normal.  (A) Número de 

leveduras ingeridas por monócito (p=0,0002, Teste Mann-Whitney). (B) 

Proporção de monócitos envolvidos na fagocitose (p=0,10, Teste Mann-

Whitney). (C) Índice fagocitário dos monócitos (p=0,0008, teste t).  
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5.2.3 Fagocitose por monócitos em placa 

 

5.2.3 a. Por receptores para padrões moleculares de patógenos 

Não houve diferença entre a capacidade fagocitária pelos monócitos de cães 

com leishmaniose e cães controle normais (p>0,05) quando avaliados pelos 

receptores para padrões moleculares de patógenos, nas proporções de 5 ou 10 

leveduras não sensibilizadas por monócito. (Figuras 15 e 16). 
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Figura 15 - Capacidade fagocitária dos monócitos pelos receptores que 

reconhecem padrões moleculares de patógenos, utilizando 5 Saccharomyces 

cerevisiae  não sensibilizadas por monócito,  em cães naturalmente infectados 

por Leishmania spp. em comparação a de cães controle normal.  (A) Número 

de leveduras ingeridas por monócito (p=0,83, teste t).  (B) Proporção de 

monócitos envolvidos na fagocitose (p=0,18, teste t com correção de Welch). 

(C) Índice fagocitário dos monócitos (p=0,18, Teste Mann-Whitney).  
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Figura 16 - Capacidade fagocitária dos monócitos pelos receptores que 

reconhecem padrões moleculares de patógenos, utilizando 10 Saccharomyces 

cerevisiae não sensibilizadas por monócito, em cães naturalmente infectados 

por Leishmania spp. em comparação a de cães controle normal.  (A) Número 

de leveduras ingeridas por monócito (p=0,66, teste t). (B) Proporção de 

monócitos envolvidos na fagocitose (p=0,06, teste t com correção de Welch). 

(C) Índice fagocitário dos monócitos (p=1.0, Teste Mann-Whitney).  
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5.2.3 b. Por receptores para opsoninas 

 Não houve diferença entre a capacidade fagocitária pelos monócitos de 

cães com leishmaniose e cães controle normal (p>0,05) quando avaliados 

pelos receptores para opsoninas, nas proporções de 5 ou 10 leveduras não 

sensibilizadas por monócito. (Figuras 17 e 18). 
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Figura 17 - Capacidade fagocitária dos monócitos de cães com leishmaniose 

pelos receptores para opsoninas, utilizando 5 Saccharomyces cerevisiae por 

monócito, comparada com a de cães controle normal.  (A) Número de 

leveduras ingeridas por monócito (p=0,89, teste t). (B) Proporção de monócitos 

envolvidos na fagocitose (p=0,79, Teste Mann-Whitney). (C) Índice fagocitário 

dos monócitos (p=0,75, teste t).  
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Figura 18 - Capacidade fagocitária dos monócitos de cães com leishmaniose 

pelos receptores para opsoninas, utilizando 10 Saccharomyces cerevisiae por 

monócito, comparada com a de cães controle normal. (A) Número de leveduras 

ingeridas por monócito não mostrou diferença significativa (p= 1,0, Teste Mann-

Whitney). (B) Proporção de monócitos envolvidos na fagocitose (p= 0,14, teste 

t com correção de Welch). (C) Índice fagocitário dos monócitos (p=0,06, teste t 

com correção de Welch). 
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5.3. Avaliação da produção de ânions superóxido pelo teste do NBT 

 

A análise da capacidade microbicida dos fagócitos foi avaliada pela 

capacidade dessas células produzirem radicais de oxigênio, que foi 

determinada pela porcentagem de redução do NBT basal e estimulada.  

A porcentagem de redução do NBT basal pelos fagócitos de cães com 

leishmaniose foi semelhante ao de cães controle (p=0.09, teste t). (Figura 19) 
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Figura 19 – Porcentagem de redução basal do NBT pelos fagócitos de cães 

naturalmente infectados por Leishmania spp. em comparação com cães 

controle normal.  (p=0.09, teste t).   
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A porcentagem de redução do NBT após estímulo com 10 leveduras por 

fagócito em cães com leishmaniose foi semelhante a de cães controle normal 

(p=0.37, teste t). (Figura 20) 
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Figura 20 - Porcentagem de redução estimulada do NBT pelos fagócitos de 

cães naturalmente infectados por Leishmania spp. em comparação com cães 

controle normal.   (p=0,37, teste t).   

 

 
5.4 Produção de óxido nítrico  
  

O óxido nítrico foi determinado pela presença de nitrito no sobrenadante 

das culturas utilizando reagente de Griess, com e sem LPS. Observamos um 

aumento na produção do óxido nítrico em cães controles normais estimulados 

com 1µg/mL de LPS em relação à produção basal de óxido nítrico de cães 

controles normais (p= 0,0015, teste t). Entretanto, não houve diferença na 

produção basal de óxido nítrico de cães com leishmaniose em relação à 

produção de óxido nítrico estimulados com 1 µg/mL de LPS de cães com 

leishmaniose. (Figura 21). 
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Figura 21 – Produção de Óxido nítrico em cães controles normais 

estimulados com 1µg/mL de LPS em relação à produção basal de óxido nítrico 

de cães controles normais e de cães com leishmaniose estimulados e não 

estimulados com 1µg/mL de LPS (p= 0,0015, teste t). 

 

 
Quando utilizamos a concentração de 5 µg/mL de LPS, observamos que 

cães controles normais apresentaram um aumento da produção de óxido 

nítrico em relação a produção basal de cães controles normais (p= 0,007, teste 

t) (Figura 22). Nos cães com leishmaniose foi observado diminuição da 

produção de óxido nítrico quando estimulados com 5 µg/mL de LPS (p= 0,04, 

teste t) em relação a produção basal de óxido nítrico em cães com 

leishmnaiose (Figura 22). 
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Figura 22 – Produção de óxido nítrico em cães controles normais 

estimulados com 5µg/mL de LPS em relação à produção basal de óxido nítrico 

de cães controles normais (p= 0,007, teste t) e de cães com leishmaniose 

estimulados e não estimulados com 5µg/mL de LPS (p= 0,04, teste t). 
 

 

 

5.5  Produção de Peróxido de hidrogênio 

 

O peróxido de hidrogênio foi determinado pelo método que consiste na 

oxidação do vermelho de fenol pela peroxidase na presença de H2O2, 

resultando em um produto que pode ser lido por colorimetria. 

Observamos um aumento na produção do peróxido de hidrogênio em 

cães controles normais estimulados com 200nM de PMA em relação à 

produção basal peróxido de hidrogênio de cães controles normais (p= 0,04, 

teste t). A produção peróxido de hidrogênio basal de cães com leishmaniose foi 

maior do que em cães controles normais (p= 0,029, teste t). (Figura 23). 
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Figura 23 – Produção de peróxido de hidrogênio em cães controles normais 

estimulados com 200nM de PMA em relação à produção basal peróxido de 

hidrogênio de cães controles normais (p= 0,04, teste t) e de cães com 

leishmaniose estimulados e não estimulados com 200nM de PMA (p= 0,029, 

teste t). 
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Nosso trabalho avaliou a imunidade inata em cães com leishmaniose. 

Em relação aos aspectos clínicos e laboratoriais, nossos dados sugerem que 

os animais com leishmaniose encontravam-se em estado clínico de moderado 

a grave, considerado pela exuberância das apresentações clínicas. 

Observamos os seguintes sinais característicos da doença: alopecia (33%), 

descamação (46%), úlcera na pele (20%), onicogrifose (26%), caquexia (46%), 

linfoadenomegalia (40%) e ceratoconjuntivite (53%). Estes sinais não foram 

observados nos animais controle.  

Os sinais clínicos apresentados por cães infectados por nós estudados 

mostrou-se semelhante ao observado previamente na literatura (Freitas et al. 

2012).  

Pela avaliação dos parâmetros hematológicos observamos que os 

animais encontravam-se anêmicos, detectada pela diminuição do número total 

de hemácias, do hematócrito e da hemoglobina nos cães com leishmaniose em 

relação aos cães normais. Entretanto, não foram observadas diferenças entre 

VCM, HCM e CHCM entre os cães com leishmaniose em relação aos cães 

normais, indicando que a anemia apresentada pelos animais com leishmaniose 

era normocrômica e normocítica. Nossos dados estão de acordo com as 

observações de Costa-Val et al 2007 e Freitas et al. 2012, que também 

mostraram redução do número de eritrócitos, hematócrito e da hemoglobina em 

comparação com os valores de referência para os cães. Anemia resulta em 

menor oxigenação tecidual que pode ser associada a sinais clínicos como 

letargia, anorexia e perda de peso (Thrall et al 2007). Anemia em cães 

naturalmente infectados com Leishmania spp. é um dos achados laboratoriais 

mais comuns em animais sintomáticos. No entanto, diversos fatores envolvidos 

no seu estabelecimento são complexos e pouco conhecidos apesar de estar 

relacionado com sangramento, processo inflamatório, insuficiência renal e 

alterações na medula óssea (Freitas et al. 2012).  

Nos cães com leishmaniose por nós estudados, as plaquetas estavam 

diminuídas em relação aos cães normais. Este achado tem sido 

frequentemente observado em animais com leishmaniose, e alguns autores 

têm relatado que a trombocitopenia é característica da LVC (Cortese et al. 

2011). Anteriormente, Costa-Val et al. (2007) observaram diminuição na 

contagem de plaquetas em 15% dos 42 cães com LVC estudados. A 
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trombocitopenia em cães com LVC pode ser resultante da vasculite devido à 

deposição de imunocomplexos, além do comprometimento da função renal e 

hepática favorecendo a destruição de plaquetas (Feldman, Zinkl & Jain 2000). 

Observamos que os leucócitos totais estavam diminuídos nos cães com 

leishmaniose em relação aos cães normais. A análise da série branca mostrou 

leucopenia com neutrofilia relativa e desvio à esquerda. As formas em 

bastonete dos neutrófilos apresentaram-se maior em cães (8,0%) com 

leishmaniose do que em cães normais (2,0%) sendo que os animais com 

leishmaniose apresentaram 73% de neutrófilos segmentados contra 59% dos 

animais controles. Observamos que a porcentagem de eosinófilos de cães com 

leishmaniose (2,0%) foi menor do que em cães normais (11,0%). A 

porcentagem dos linfócitos em cães com leishmaniose (6%) também foi menor 

do que em cães normais (14%). Entretanto, não houve diferença na 

porcentagem monócitos entre cães com leishmaniose e normais. Diferente de 

Amusategui et al. 2003, que verificaram uma tendência para o aumento dos 

níveis de leucócitos totais. Considerando os parâmetros clínicos e a leucopenia 

observada, é provável que os animais por nós estudados encontravam-se em 

uma fase mais avançada da doença.   

Em nossos estudos, as proteínas totais (PT) mostraram-se aumentadas 

em cães com leishmaniose em relação a cães normais. Este aumento ocorreu 

as custas do aumento das globulinas, pois não houve aumento da albumina 

sérica. Doenças inflamatórias crônicas e imunomediadas podem ocasionar o 

aumento da concentração de PT em cães pelo aumento na fração de 

globulinas (Kerr 2003). As alterações bioquímicas mais comuns em cães com 

leishmaniose visceral observadas por Kiral et al. (2004) foram hiperproteinemia 

associada à hiperglobulinemia e hipoalbuminemia.  A Leishmaniose Visceral 

Canina pode levar à hipoalbuminemia e hiperglobulinemia independente da 

sintomatologia apresentada ou não pelos cães (Castro et al. 2012).  

Os cães com leishmaniose por nós estudados, não apresentaram 

comprometimento hepático, como observado pelo encontro de níveis até 

diminuídos da atividade sérica da alanina aminotransferase (ALT) em relação 

aos cães normais. Em observações anteriores, não houve diferenças 

significativas entre as concentrações séricas de ALT, apesar de alguns autores 

verificarem valores moderadamente elevados desta enzima em cães com 
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leishmaniose (Castro et al. 2012; Kiral et al. 2004). Os valores de ALT 

diminuídos nos cães com leishmaniose, como observados por nós, parece não 

ter significado clínico patológico.  

Os cães com leishmaniose não apresentaram também 

comprometimento renal, pois os valores de creatinina estavam dentro dos 

padrões de normalidade e não foram observadas diferenças na concentração 

sérica da creatinina entre os animais com leishmaniose e controles normais. A 

função renal avaliada por Alves et al. (2013), revelou que os cães infectados 

apresentaram níveis de ureia e creatinina mais elevados que cães normais, 

embora as diferenças não foram significativas. Nos estágios avançados da 

LVC, os valores médios de creatinina e ALT mostraram-se elevados, entretanto 

a porcentagem desses casos foi baixa (Amusategui et al. 2003). 

O hemograma e a bioquímica são indispensáveis para avaliação do 

estado clínico do cão, contribuem para um melhor entendimento da patogênese 

da LVC, podem indicar a gravidade das lesões no auxílio ao prognóstico. 

Entretanto são limitados para o diagnóstico de cães com leishmaniose (Freitas 

et al 2012; Nicolato et al. 2013).  Concluímos que os achados hematológicos 

analisados não são suficientes para diagnóstico de leishmaniose visceral 

canina. No entanto, a hipótese de leishmaniose deve ser considerada em cães 

provenientes de área endêmica para LVC que apresentarem uma associação 

de anemia e hiperproteinemia e outros exames complementares devem ser 

realizados para descartar ou diagnosticar a LVC. A alta frequência de sinais 

clínicos apresentados por cães infectados permitem observar que a doença 

evolui gradualmente a partir de um quadro clínico aparentemente normal para 

um estado com alguma manifestação clínica, que pode evoluir para uma forma 

clássica grave e terminal da doença, caracterizada por um maior número de 

sinais clínicos. Estes achados sugerem que a doença subclínica ou 

assintomática pode indicar que há um equilíbrio na interação parasito-

hospedeiro (Reis et al. 2006). 

Nosso trabalho avaliou a imunidade inata em cães com leishmaniose em 

comparação com cães normais pela capacidade de neutrófilos e monócitos 

fagocitarem leveduras, pela capacidade dos fagócitos produzirem ânions 

superóxido, pela capacidade dos monócitos produzirem óxido nítrico e peróxido 

de hidrogênio. 
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Nossos dados mostraram que a fagocitose de Saccharomyces 

cerevisiae pelos neutrófilos, quando avaliada por meio dos receptores para 

padrões moleculares de patógenos, foi menos eficiente nos cães com 

leishmaniose do que cães controles normais não infectados por este parasito, 

pelo menor envolvimento de neutrófilos na fagocitose, quando avaliados pelos 

receptores que reconhecem padrões moleculares de patógenos, utilizando 20 

leveduras por fagócitos. 

 Quando analisamos a fagocitose por neutrófilos facilitada por 

opsoninas, observamos que, embora o número de leveduras ingeridas por 

neutrófilo foi maior em cães com leishmaniose do que nos cães controles 

normais, houve uma tendência para menor envolvimento dos neutrófilos na 

fagocitose, resultando que não houve alteração na capacidade final dos 

neutrófilos para fagocitarem as leveduras na presença de opsoninas. 

 Diferente de nossos resultados, Bradionísio et al (1996), avaliando a 

fagocitose por células polimorfonucleares e utilizando a forma promastigota da 

leishmânia na proporção de 2 leishmânias por fagócito e Cândida albicans na 

proporção de 3 fungos por fagócito como partículas a ser fagocitada, 

mostraram que a porcentagem de fagocitose por neutrófilos de cães infectados 

foi maior do que em cães saudáveis quando utilizaram a leishmânia, mas não 

houve diferença entre os infectados e normais quanto utilizaram o fungo. As 

diferenças observadas com os nossos resultados devem ter ocorrido pelo fato 

de que em nossos experimentos utilizamos uma proporção muito maior de 

leveduras, o que pode ter facilitado a demonstração da deficiência dos 

neutrófilos. Diferenças nas formas clínicas entre os animais estudados pode 

também responder pelas diferenças encontradas, desde que tem sido 

mostrado que a função dos fagócitos tem relação com a gravidade das formas 

clínicas da leishmaniose nos cães (Almeida et al 2013).  

A menor capacidade fagocitária dos neutrófilos em nossos experimentos 

foi determinada pelo menor envolvimento dos fagócitos na fagocitose. A 

fagocitose é um processo complexo que requer ação coordenada de 

sinalização que conduz a diversos eventos como remodelação da actina e 

alterações no transporte de membrana. Como a deficiência observada ocorreu 

pelo menor envolvimento dos fagócitos na fagocitose é possível que tenha sido 

determinada pela menor capacidade de quimiotaxia destes fagócitos, 
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possivelmente ocasionada pela produção de citocinas inibitórias estimuladas 

pela infecção pela leishmânia. A maior capacidade de ingestão de leveduras na 

presença de opsoninas deve ter ocorrido pela maior expressão de receptores 

para complemento e/ou de receptores para a fração Fc das imunoglobulinas, 

possivelmente determinada pela ativação dos fagócitos pelas citocinas 

induzidas pela infecção pela leishmânia. Entretanto, como a quimiotaxia 

possivelmente estava diminuída, como discutido acima, isto determinou que um 

menor número de neutrófilos tenham fagocitado as leveduras, resultando que a 

capacidade fagocitária final dos neutrófilos na presença de opsoninas não foi 

diferente da dos animais normais, apesar da maior ingestão de partículas por 

cada fagócito.  

Por outro lado, os monócitos de cães com leishmaniose apresentaram 

maior capacidade fagocitária em comparação aos de cães normais, quando 

testado pelos receptores para opsoninas. O aumento do índice fagocitário 

deveu-se tanto ao aumento da proporção de monócitos envolvidos na 

fagocitose quanto ao maior número de leveduras ingeridas por monócito. No 

entanto, não houve diferença entre a capacidade fagocitária dos monócitos de 

cães com leishmaniose e cães controles normais, quando avaliados pelos 

receptores para padrões moleculares de patógenos.  

Diferente do que observamos em nosso estudo, Bradionísio et al (1996), 

avaliando monócitos de cães com leishmaniose quanto à sua capacidade de 

ingerir promastigotas de leishmânia, observaram menor capacidade fagocitária 

dos monócitos em comparação ao de cães normais. Além disso, soros de cães 

infectados com leishmânia diminuíram a capacidade fagocitária de monócitos 

de cães sadios, enquanto que os soros de cães sadios restabeleceram a 

fagocitose pelos monócitos dos em animais com leishmaniose. Foram 

observados resultados semelhantes quando Cândida albicans foi usada como 

partícula a ser fagocitada. Isso sugere um possível papel de fatores presentes 

no soro dos animais infectados sobre o comprometimento da fagocitose na 

infecção por leishmânia.  Este fato pode estar relacionado com a produção de 

moléculas regulatórias da atividade dos fagócitos, como IFN-, FNT- e IL-2 

(Barbiéri 2006; Saridomichelakis 2009), porém não quantificadas no presente 

estudo. Os monócitos sobrevivem por mais tempo que neutrófilos e esta 

característica é clinicamente importante, devido ao fato que estas células 
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podem proteger os animais a partir do momento que neutrófilos não 

conseguem conter a infecção (Dale, Boxer & Liles 2008). 

Os monócitos expressam grande número de proteínas em sua superfície 

celular, que desempenham importantes funções na biologia do fagócito. 

Receptores de reconhecimento de padrões microbianos são componentes 

essenciais da imunidade inata, reconhecem e detectam padrões moleculares 

associados a patógenos, ativando monócitos e neutrófilos como parte da 

resposta do hospedeiro para eliminar microrganismos invasores. Os receptores 

do tipo Toll são uma importante família de receptores que reconhecem diversos 

patógenos e são expressos em maior número em monócitos do que em 

neutrófilos. Após a ligação dos seus ligantes específicos, os receptores 

semelhantes ao Toll enviam um sinal envolvendo a proteína adaptadora MyD88 

para ativar a via do NF-B e estimular a produção de citocinas pró-inflamatórias 

(Dale, Boxer & Liles 2008). 

Um dos importantes mecanismos microbicidas utilizados nas infecções 

intracelulares se refere à formação de espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio, que foram avaliadas pela capacidade de produção do ânion 

superóxido, peróxido de hidrogênio e óxido nítrico.  

Avaliamos a capacidade microbicida dos neutrófilos pela produção de 

ânions superóxido, pela determinação da porcentagem de redução do NBT 

basal e estimulada. Fagócitos de cães com leishmaniose apresentaram menor 

capacidade de produção basal de ânions superóxido do que os cães controles 

normais, pelo teste do NBT. Nossos dados foram diferentes dos resultados de 

outros estudos que também utilizaram o método NBT. Ciarlini et al 2010 e 

Gomez-Ochoa et al (2010) observaram um aumento da produção de ânion 

superóxido em cães com leishmaniose. Entretanto, nossos dados concordam 

com as observações de Almeida et al (2013) que mostraram que a produção de 

ânions superóxido dependeu da forma clínica da leishmaniose, em que cães 

com estágios mais precoce da doença mostraram aumento da produção do 

ânion superóxido e os animais sintomáticos no estágio moderado da doença 

apresentaram deprimida produção do ânion de superóxido, como observado 

por nós. Em nossos estudos não foram considerados os estágios da doença, 

entretanto, os animais por nós estudados apresentavam sintomas evidentes da 

doença, como alopecia, descamação, úlcera na pele, onicogrifose, caquexia, 
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linfoadenomegalia e ceratoconjuntivite, sugerindo que estavam em uma fase 

mais avançada da evolução da leishmaniose.  

O fato de que a produção de ânions de superóxido pelos fagócitos dos 

cães infectados pela leishmânia ter sido significativamente menor do que pelos 

fagócitos de cães controles sugere que a diminuição da produção de ânion 

superóxido pode dificultar a defesa contra o parasito e favorecer a 

disseminação da infecção, já que o mecanismo microbicida pela produção dos 

ânions superóxido por estas células não está ocorrendo de forma eficaz 

(Bradionísio et al. 1996). 

Observamos neste trabalho que a produção de peróxido de hidrogênio 

pelos monócitos dos cães com leishmaniose foi maior do que em cães 

controles normais. Este aumento pode estar relacionado com o aumento da 

fagocitose pelos monócitos, conforme observamos neste trabalho. A produção 

de peróxido de hidrogênio pelos monócitos dos cães controles normais 

aumentou quando estimulado com PMA, o que mostra que o nosso sistema 

estava adequado para avaliação da produção deste radical. Bradionísio et al 

(1996) mostraram que fagócitos de cães controles produziram maior 

quantidade de peróxido de hidrogênio do que cães infectados, sendo que a 

explosão respiratória diminuída em cães com leishmaniose pode, em parte, 

justificar a longa duração e gravidade doença.   

É possível que a diferença por nós observada nesse trabalho entre a 

produção de peróxido de hidrogênio e ânion superóxido tenha ocorrido pelo 

fato de que a produção do peróxido de hidrogênio foi quantificada no 

sobrenadante das culturas dos monócitos, que também apresentaram uma 

maior capacidade fagocitária. Enquanto a produção de ânions superóxido foi 

avaliada em uma população de células em que predominam os neutrófilos, que 

também mostraram uma menor capacidade fagocitária. 

A produção de óxido nítrico mostrou-se diminuída em cães com 

leishmaniose quando estimulados com LPS em relação à sua própria produção 

basal. Enquanto que, cães normais apresentaram um aumento da produção de 

óxido nítrico em relação à sua própria produção basal, quando estimulados 

pelo LPS. Nossos dados estão de acordo com as observações de Pinelli et al 

(2000) em que os macrófagos caninos ativados produziram menor quantidade 

de NO, além disso, a adição de LPS aos macrófagos caninos não resultou na 
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produção de NO por estas células, conforme nossas observações. Os 

mecanismos de ativação dos macrófagos caninos que resultam na produção de 

NO e a atividade leishmanicida requerem um estudo mais aprofundado.  

Devemos considerar como uma limitação do nosso trabalho a utilização 

de Saccharomyces cerevisiae mortas e não as leishmânias como partícula a 

ser fagocitada. Entretanto, o fato de usarmos a levedura morta, propicia uma 

melhora avaliação da função do fagócito em si, sem a interferência 

determinada pela própria leishmânia sobre os fagócitos, na interação parasito-

hospedeiro. Além disso, de acordo com Underhill & Ozinsky (2002), as 

leveduras possuem receptores para o complemento e receptores para manose-

fucose, que são os mesmos receptores utilizados pelos fagócitos para a 

fagocitose das leishmânias (Handman & Bullen 2002).  

Nossos resultados mostraram que há uma deficiência dos neutrófilos de 

cães com leishmaniose tanto na fagocitose quanto na produção de moléculas 

microbicidas, como os ânions superóxido. Entretanto, os monócitos desses 

cães embora apresentem uma maior capacidade fagocitária do que os cães 

normais, mostram uma menor capacidade de produzir óxido nítrico, que é uma 

das principais moléculas microbicidas para as leishmânias. Estas alterações do 

sistema imunitário inato podem favorecer o escape do parasito do sistema 

imunitário do hospedeiro, assim perpetuando sua sobrevivência. Ademais, o 

aumento da produção de peróxido de hidrogênio pelos monócitos, pode estar 

contribuindo para restringir em parte o crescimento do parasito, mas o seu 

excesso pode também estar contribuindo nos mecanismos de imunopatogenia. 

Nossos dados contribuem para uma maior compreensão dos mecanismos de 

defesa da imunidade inata e da imunopatogenia da leishmaniose em cães e 

podem contribuir para a busca de novos alvos para drogas imunomoduladoras 

que possam auxiliar no tratamento contra a leishmaniose. 

Nossos resultados mostraram que ainda são necessárias novas 

investigações para melhor compreensão dos receptores envolvidos na ingestão 

dos parasitos pelas células do sistema fagocitário, como também uma melhor 

avaliação das moléculas presentes nas leishmânias que se ligam a estes 

receptores. Além disso, ainda falta uma melhor compreensão dos componentes 

do soro envolvidos na modulação das funções dos fagócitos, para entender 

como esta interação pode desempenhar um papel importante na doença.  



70 
 

Assim como, compreender quais e como são utilizados os mecanismos 

para inibição da produção de óxido nítrico e se de alguma forma esta 

deficiência favorece a sobrevivência do parasito nos fagócitos. O aumento da 

produção de peróxido de hidrogênio pode participar dos mecanismos de 

defesa, mas é necessário também avaliar sua participação nos mecanismos de 

agressão imunomediadas e sua participação na patogenia da leishmaniose. 
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1) Cães com leishmaniose apresentaram menor capacidade fagocitária 

pelos neutrófilos do que cães normais, pelo menor envolvimento de neutrófilos 

na fagocitose, quando avaliados pelos receptores que reconhecem padrões 

moleculares de patógenos utilizando 20 leveduras por fagócitos.  Entretanto, 

não houve alteração da capacidade fagocitária dos neutrófilos quando 

analisamos a fagocitose facilitada por opsoninas.  

 

2) Os monócitos de cães com leishmaniose apresentaram maior 

capacidade fagocitária em comparação aos de cães normais pelos receptores 

para opsoninas. No entanto, não houve diferença entre a capacidade 

fagocitária dos monócitos de cães com leishmaniose e cães controle normais, 

quando avaliados pelos receptores para padrões moleculares de patógenos.  

 

3) Neutrófilos de cães com leishmaniose apresentaram menor 

capacidade de produção basal de ânions superóxido do que os cães controle 

normal, pelo teste do NBT. 

 

4) Quando estimulados com 5µg/ ml de LPS, os monócitos dos cães 

com leishmaniose produziram menor quantidade de óxido nítrico do que os 

seus monócitos na ausência do estimulo. 

 

5) A produção de peróxido de hidrogênio pelos monócitos de cães com 

leishmaniose foi maior do que a de cães controles normais.  

 

Nossos resultados mostraram que há uma deficiência dos neutrófilos 

tanto na fagocitose quanto no mecanismo microbicida para eliminar o 

patógeno, o que favorece o escape pelo parasito do sistema imunitário do 

hospedeiro, assim perpetuando sua sobrevivência. Os monócitos, embora 

apresentem uma maior competência para fagocitose, são deficientes na 

produção de óxido nítrico, que é reconhecido como um dos principais 

mecanismos leishmanicida dos fagócitos. A aumentada produção de peróxido 

de hidrogênio pelos monócitos pode estar participando tanto dos mecanismos 

de defesa da imunidade inata, quanto dos mecanismos de imunoagressão. Os 
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nossos dados podem contribuir para a busca de novos alvos para drogas 

imunomoduladoras que possam auxiliar no tratamento contra a leishmaniose. 
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Valores de referências (Caninos) 
 

 

 

 

 

Bioquímica  
 

 

 

CREATININA ( mg/dl ) 0,5 a 1,8 

TGP/ALT ( U/l ) 10 a 40 

PROTEÍNAS TOTAIS ( g/dl ) 6,5 a 7,0 

ALBUMINA ( g/dl ) 2,7 a 3,2 

GLOBULINA ( g/dl ) 2,8 a 3,2 

CREATININA ( mg/dl ) 0,5 a 1,8 

Valores de referência CID-vet. 
 

 

 

 

Hemograma 
 

 

He x 106 / mm3 6,4 a 7,7 

Ht% 45 a 52 

Hb g% 15,8 a 17,7 

VCM fL 60,0 a 72,0 

HCM pg 20,0 a 24,0 

CHCM% 30,0 a 36,4 

Plaquetas / mm3 200 a 500.000 

Leucócitos totais / mm3 6.000 a 13.000 

Neutrófilos / mm3 3500 a 10.000 

Eosinófilos / mm3 200 a 1000 

Basófilos / mm3 0 a 150 

Linfócitos / mm3 1000 a 4500 

Monócitos / mm3 200 a 1000 

Valores de referência CID-vet. 
 
 

 

 


