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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA: CORRELAÇÃO DA RESPOSTA 
IMUNOLÓGICA COM A CARGA PARASITÁRIA E A VARIABILIDADE GENÉTICA 
DO PARASITA 

RESUMO 

DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 

 

Amanda dos Santos Cavalcanti 

 

A Leishmaniose Visceral causada pela Leishmania infantum é uma doença 
zoonótica no Novo Mundo em que o cão é o principal hospedeiro doméstico. O 
conhecimento prévio dos mecanismos imunopatogênicos associados à infecção por 
L. infantum é necessário para o desenvolvimento de vacinas e outras estratégias de 
controle. O objetivo geral desta tese foi correlacionar a expressão clínica, a carga 
parasitária, a resposta imunológica do hospedeiro e a diversidade genética dos 
parasitos em cães naturalmente infectados por L. infantum. O presente estudo é 
uma avaliação transversal de noventa e dois cães naturalmente infectados por L. 
infantum provenientes do estado do Mato Grosso. A infecção dos animais incluídos 
no estudo foi confirmada por sorologia, cultura e /ou PCR. O diagnóstico etiológico 
foi realizado por PCR-RFLP para o gene hsp70 e por eletroforese de enzimas nos 
parasitos isolados. Foram ainda analisados os sinais clínicos, a resposta imune pela 
expressão gênica de citocinas, a carga parasitária por qPCR, as alterações 
histológicas no baço e fígado e a as populações e genótipos de L. infantum 
circulantes por meio da análise do polimorfismo de microssatélites. Foram definidos 
grupos de acordo com a carga parasitária esplênica e hepática. Os animais com alta 
carga parasitária apresentaram altos títulos de anticorpos específicos anti-
Leishmania e mais sinais clínicos da doença. A carga parasitária no baço foi maior 
do que no fígado e houve correlação com o rompimento da arquitetura esplênica, 
caracterizado principalmente pela desorganização da polpa branca. No fígado, a 
carga parasitária foi correlacionada positivamente à ocorrência de granulomas, à 
degeneração dos hepatócitos bem como à intensidade do infiltrado inflamatório. 
Mostramos que a maior carga parasitária promoveu menor expressão gênica de IL-
12, IFNγ, TNF, IL-6, TGFβ e IL-10 no baço e maior expressão de CCL2, CXCL8 e 
MAP4K4 no fígado. A análise genética dos parasitos é indicativa de que há infecção 
policlonal e tropismo tissular de alguns clones, mais evidente na análise das 
amostras pareadas (tecidos e isolados do tecido).  Foi observada baixa variabilidade 
genética em que a maioria (96%, 49/51) das amostras foi caracterizada como 
pertencente a POP2, dentre as populações circulantes no Brasil previamente 
descritas pelo nosso grupo. Não houve associação entre a variabilidade genética 
dos parasitos e os parâmetros clínicos, parasitológicos ou imunológicos. Apesar 
disso, os dados gerados pelos ensaios in vitro com as cepas de diferentes 
populações sugerem que há sim diferenças na infectividade entre cepas com 
genótipos de microssatélites distintos. Foi reunida uma série de dados que, em 
conjunto, mostram que na região estudada a Leishmanise Canina é causada por 
população geneticamente homogênea não tendo sido observada nenhuma 
correlação entre genótipos específicos e o fenótipo da infecção canina. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

CORRELATION OF IMMUNE RESPONSE, PARASITE LOAD AND GENETIC 
VARIABILITY IN CANINE VISCERAL LEISHMANIASIS 

 

ABSTRACT 

PHD THESIS IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY 

Amanda dos Santos Cavalcanti 

 

Visceral leishmaniasis is a zoonotic disease in the New World and the domestic dog 
is the main host of Leishmania infantum. Prior knowledge of the immunopathogenic 
mechanisms associated with infection by L. infantum is required for the development 
of vaccines and other control strategies. The overall aim of this thesis was to 
compare the clinical expression, parasite load, the host immune response and 
genetic diversity of parasites in dogs naturally infected with L. infantum. This study is 
a cross-sectional assessment of ninety-two dogs naturally infected by L. infantum. 
Infection was confirmed by serology, parasite culture and / or PCR. The etiology was 
assessed by hsp70 PCR-RFLP and MLEE. We further analyzed clinical signs, 
immune response by cytokine gene expression, molecular parasite load by qPCR, 
histological changes in splenic and hepatic compartments and also L. infantum 
populations and genotypes through microsatellite analysis. Groups according to the 
spleen and liver parasite load were defined. Animals with high parasite load had high 
titers of anti-Leishmania antibodies and more clinical signs. The parasite load in the 
spleen was higher than in liver and correlated with disruption of splenic architecture, 
mainly characterized by white pulp disorganization. Liver parasite load was 
correlated with the occurrence of granulomas, degeneration and intensity of the 
inflammatory infiltrate. We show that the higher parasite load promoted lower gene 
expression of IL-12, IFNγ, TNF, IL-6, IL-10 and TGFβ in the spleen and increased 
expression of CCL2, CXCL8 MAP4K4 in the liver. Genetic analysis of parasites is 
indicative of polyclonal infection and tissue tropism of some clones, more evident in 
the analysis of paired samples (strain isolated and tissue). We also found low genetic 
variability, in which the majority (96%, 49/51) of the samples was characterized as 
belonging to POP2, among tree populations previously described by our group. 
There was no association between the genetic variability of the parasites and the 
clinical, parasitological and immunological parameters. Nevertheless, the data 
generated by in vitro assays with strains from different populations suggest that there 
are differences in infectivity between strains with distinct microsatellite genotypes. 
Taken together, these results show that in the region studied Canine Leishmaniasis 
is caused by genetically homogeneous population without any correlation between 
specific genotypes and the phenotype of canine infection.  
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IL-27 Interleucina 27 

kDNA Ácido deoxirribonucléico dos minicírculos do cinetoplasto de 

Leishmania 

LVH  Leishmaniose Visceral Humana 

LVC Leishmaniose Visceral Canina 

MAP4K4     Proteína kinase (“mitogen-activated protein kinase kinase 4”) 

MHC Complexo principal de histocompatibilidade 

MLEE Eletroforese multilocus de isoenzimas multilocus 

mRNA Ácido ribonucléico mensageiro 

NO Óxido nítrico 

PBMC Células mononucleares do sangue periférico 

PBS Solução salina tamponada 

PCR      Reação em cadeia da polimerase 

PCR-RFLP      Reação em cadeia da polimerase com restrição de fragmentos 

(“Restriction Fragment Length Polymorphism”) 

qPCR      Reação em cadeia da polymerase quantitativa  

RIFI      Reação de imunofluorescência indireta 

RP32 Proteína ribossomal 32 

SFB Soro fetal bovino 
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ssrRNA Subunidade 18S do RNA ribossomal de Leishmania sp. 

TE Tampão tris–EDTA 

TGFβ Fator de transformação do crescimento  

TNF Fator de necrose tumoral 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Leishmaniose 

Parasitos do gênero Leishmania causam um amplo espectro de doenças 

conhecidas coletivamente como leishmaniose, que são um grave problema de saúde 

pública. Estima-se que 350 milhões de pessoas estão em risco de contrair a doença 

e, a cada ano, dois milhões de novos casos são registrados em 88 países, sendo 

que em 65 deles ocorre também a forma visceral (Figura 1.1). Na América Latina a 

doença já foi encontrada em pelo menos 12 países e 90% dos casos ocorrem no 

Brasil (Chappuis et al., 2007; Who, 2010; Alvar et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Especificamente em relação à Leishmaniose Visceral (LV), a incidência 

mundial anual é estimada em 500.000 novos casos e a maioria ocorre em seis 

países, a saber, Bangladesh, India, Nepal, Etiópia, Sudão e Brasil (Chappuis et al., 

2007; Who, 2010). No período de 1990 a 2005 a taxa de incidência no Brasil variou 

de 1 a 3 casos por 100 mil habitantes, com taxa de mortalidade de 7,2% em 2006 

(Alvar et al., 2012; Brasil, 2012). Os dados oficiais mais recentes do mostram 

incidência anual no Brasil de 1,58 em 100.000 habitantes (Brasil, 2012). Em 

números absolutos, ocorreram em média 788 novos casos por ano nos últimos 22 

anos. Em 2012 foram 3.058 novos casos, concentrados nas regiões Nordeste e 

Figura 1.1 Distribuição geográfica da Leishmaniose Visceral (Chappuis et al., 2007, Nature 

Review Microbiology, vol 5, 873- 882). 



24 

Norte (Tabela 1.1), mas a doença encontra-se em expansão nas regiões Centro-

Oeste, Sul e Sudeste. Hoje há casos nas 27 unidades da federação, sendo que os 

estados de Tocantins e Mato Grosso do Sul são os mais afetados, com incidências 

de 23,77 e 11,86 em 100.000 habitantes, respectivamente (Figura 1.2 e Tabela 1.1). 

Inicialmente, a doença se restringia às áreas rurais e peri-urbanas, mas agora tem 

exibido um novo padrão com documentação de casos em populações de grandes 

cidades (Oliveira et al., 2006; Werneck, 2008; Harhay et al., 2011). A expansão para 

novas áreas é fortemente associada à migração e adaptação do vetor (Harhay et al., 

2011); à densidade populacional e à vegetação abundante (Cerbino Neto et al., 

2009); às condições como água canalizada e coleta de lixo (Costa et al., 2005) mas, 

também, tem sido relacionada à desnutrição (Gontijo e Melo, 2004) e co-infecção 

pelo vírus da Imunodeficiência Humana (VIH) (Reyburn et al., 2000). Nos países 

endêmicos, a LV continua negligenciada pelo setor privado da economia e tem 

cabido ao setor público o papel de investir no desenvolvimento de novas drogas e 

em métodos de diagnóstico mais eficientes (Gontijo e Melo, 2004). 

 

A infecção visceral é causada por protozoários da família Trypanosomatidae, 

do gênero Leishmania e pelas espécies Leishmania donovani (L. donovani) no Velho 

Mundo e Leishmania infantum (L. infantum) tanto no Novo quanto no Velho Mundos. 

Clinicamente, a infecção humana é caracterizada por febre intermitente, perda de 

peso, hepatoesplenomegalia, linfadenite, pancitopenia e, particularmente, anemia. A 

LV causada pela L. infantum é uma doença essencialmente zoonótica, acometendo 

principalmente cães, sendo baixa a endemicidade em humanos, enquanto que a L. 

donovani circula, exclusivamente, entre humanos e é responsável por epidemias em 

larga escala com alta taxa de mortalidade (Banuls et al., 2011).  

 

Região 1990 1995 2000 2005 2012 

Região Norte 35 117 366 660 601 

Região Nordeste 1650 3519 4029 2011 1460 

Região Sudeste 243 171 314 656 597 

Região Sul - - - 3 5 

Região Centro-Oeste 16 78 149 261 395 

Total 1944 3885 4858 3591 3058 
 Fonte: Ministério da Saúde. Secretaria de Vigilância em Saúde (SVS) 

    

Tabela 1.1 Incidência bruta de Leishmaniose Visceral no Brasil por região e ano. 
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A transmissão natural ocorre pela picada da fêmea de flebotomíneos (Diptera, 

Psychodidae, Phlebotominae) hematófagos dos gêneros Phlebotomus e Lutzomyia 

no Velho e Novo Mundo, respectivamente. Nas Américas e no Brasil, a principal 

espécie vetora da L. infantum é o Lutzomyia longipalpis (Brazil, 2013). Outras 

espécies como Lu. evansi na Colômbia (Travi et al., 1990), Lu. migonei em 

Pernambuco, PE, Brasil (De Carvalho et al., 2010) e Lu. cruzi em Mato Grosso do 

Sul, MS, Brasil (De Pita-Pereira et al., 2008) também já foram apontadas como 

vetoras na LV. A doença circula entre hospedeiros vertebrados silvestres como as 

raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis 

albiventris) (Lainson e Shaw, 1987) e, no círculo urbano, os cães (Canis familiaris) 

são apontados como os principais reservatórios (Moreno e Alvar, 2002). Já os 

humanos são considerados hospedeiros acidentais (Desjeux, 2004), mas já foi 

mostrado seu potencial como fonte de infecção (Costa et al., 2000). 

Os parasitos são intracelulares obrigatórios. Uma vez que o hospedeiro 

vertebrado é infectado, as promastigotas metacíclicas invadem neutrófilos 

recrutados para o local da picada que são fagocitados pelos macrófagos. O 

neutrófilos sofrem morte celular por NETose. A NETose é um mecanismo 

recentemente descrito da morte de neutrófilos que ocorre quando são ativados e 

promove a liberação das chamadas armadilhas extracelulares dos neutrófilos 

Figura 1.2 Distribuição dos casos de Leishmaniose Visceral Humana no Brasil, 1981-2009 

(Harhay et al., 2011. Trends in Parasitology, vol 27, no 9, 403-409). 
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(NETs). As NETs são teias compostas por proteínas de cromatina e proteínas 

granulares que podem matar as bactérias e os fungos (Brinkmann et al., 2004; 

Brinkmann e Zychlinsky, 2007). O papel das NETs já foi demonstrado em infecções 

por Leishmania sp. (Guimaraes-Costa et al., 2009). Uma vez no interior dos 

macrófagos, ocorre a amastigogênese e as amastigotas se multiplicam por divisão 

simples até o rompimento da membrana celular sendo liberadas e invadindo outras 

células e se espalhando para os órgãos alvo, majoritariamente linfonodos e baço, 

pelas vias linfática e sanguínea. Os flebótomos são infectados durante repasto 

sanguíneo no hospedeiro vertebrado, quando ingere as células infectadas. No 

intestino do vetor, as amastigotas são liberadas se transformam em promastigotas 

pró-cíclicas que por divisão simples se transformam na forma infectante, as 

promastigotas metacíclicas. Estas, por sua vez, migram para a probóscide do 

hospedeiro invertebrado e são regurgitadas durante o repasto sanguíneo, infectando 

o homem e os animais (Figura 1.3). 

 

Figura 1.3 Ciclo biológico de parasitos do gênero Leishmania nos hospedeiros vertebrado e 

invertebrado. Adaptado de National Institute of Allergy and Infectious Disease (NIAID). Disponível em 

http://www.niaid.nih.gov/topics/leishmaniasis.aspx. Acesso em 8 de maio de 2014. 

 

 

 

http://www.niaid.nih.gov/topics/leishmaniasis.aspx
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1.2 Leishmaniose Visceral Canina 

1.2.1 Epidemiologia 

Os cães têm importante função ecoepidemiológica na manutenção da LVH, 

pois servem como hospedeiro e reservatório doméstico do parasito (Deane e Deane, 

1962; Lainson e Shaw, 1987). A enzootia canina pode preceder a ocorrência de 

casos humanos e a infecção em cães tem sido mais prevalente que no homem 

(Camargo-Neves et al., 2001). No Brasil são escassos os dados oficiais sobre a 

prevalência da infecção canina, mas a partir inúmeros relatos em várias partes do 

país pode-se inferir sua dispersão (Figura 1.4). A incidência da doença humana já 

foi associada à infecção canina (Werneck et al., 2007). Em outro estudo, a variável 

com maior poder para explicar incidência da LVH foi a soropositividade canina (De 

Araujo et al., 2013). 

No Brasil, a CVL inicialmente era uma doença restrita às áreas rurais, mas a 

partir da década de 80 começou a se espalhar pelas áreas urbanas (Harhay et al., 

2011). Essa urbanização foi resultado de fatores como o desflorestamento em larga 

escala acompanhado da adaptação do vetor às áreas urbanas (Maia-Elkhoury et al., 

2008) bem como ao intenso êxodo rural ocorrido nas décadas de 60 e 70 (Barreto et 

al., 2011). 

Um estudo realizado em uma área endêmica com 35.293 cães verificou-se 

que a prevalência da infecção canina foi significativamente maior nas áreas urbanas 

e em animais com pelo curto. As raças mais afetadas foram Boxer e Cocker Spaniel. 

Não foi observada prevalência diferencial quanto a idade ou gênero dos animais 

(França-Silva et al., 2003). Em outro estudo foi apontado que animais com o pelo 

curto, de raça pura, que ficam no ambiente peri-doméstico com áreas verdes 

adjacentes têm maior predisposição à infecção (Belo et al., 2013). A predisposição 

da raça, está relacionada a fatores genéticos do hospedeiro. Em uma coorte em 

cães de área endêmica de L. infantum no Brasil, o genótipo DLA-DRB1 do MHC de 

classe II foi associado aos níveis de IgG e à presença do parasita. Particularmente, 

a presença do alelo DLA-DRB1*01502 foi associada ao maior risco de adquirir a 

infecção em relação aos cães sem o alelo (Quinnell, Kennedy, et al., 2003).  Da 

mesma forma, o polimorfismo do gene Slc11a1 (NRAMP1), envolvido no controle da 

proliferação intracelular dos parasitos por meio da alteração do microambiente 

intravacuolar do fagossomo, já foi relacionado ao desenvolvimeno da doença 
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(Gruenheid et al., 1997; Sanchez-Robert et al., 2008).  Outro estudo de caso–

controle com 97 cães associou-se a ocorrência de polimorfismo na região promotora 

aos cães-caso e um haplótipo específico foi associado a doença em cães da raça 

boxer (Sanchez-Robert et al., 2005). De fato, estudos epidemiológicos já associaram 

maior prevalência da infecção em cães das raças Boxer, Pastor Alemão, Doberman, 

Cocker Spaniel e Foxhound (França-Silva et al., 2003; Duprey et al., 2006). Por 

outro lado, algumas raças podem ser resistentes à infecção e ao desenvolvimento 

da doença como a Ibizan Hound no Mediterrâneo (Solano-Gallego et al., 2000). 

No cão, a pele representa um reservatório de amastigotas ainda no período 

pré-patente da infecção (Santos-Gomes et al., 2002; Manna et al., 2006), denotando 

seu potencial de transmissibilidade. Embora os cães sintomáticos sejam mais 

infecciosos para o flebótomo (Quinnell e Courtenay, 2009), os animais 

assintomáticos também representam uma fonte de infecção (Miro et al., 2008) e 

mesmo a pele íntegra é capaz de infectar flebótomos (Vexenat et al., 1993). 

Recentemente, utilizando técnicas moleculares e xenodiagnóstico, Courtenay e 

colaboradores (Courtenay et al., 2014) mostraram que  o número de parasitos na 

pele e na medula aumenta com a duração e a gravidade da infecção. Os autores 

associaram a infectividade para os flebótomos ao maior número de parasitos na 

pele, sendo este o melhor preditor de infecciosidade. Assim, o papel dos animais 

assintomáticos na epidemiologia da infecção é questionado. 
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1.2.2  Características clínicas 

A Leishmaniose Visceral Humana, também conhecida como “kal-azar” no 

Velho Mundo, é fatal se não for tratada. No homem, o quadro clínico típico inclui 

hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, episódios irregulares de febre, perda de peso 

e anemia aplásica (Gupta et al., 2008; De Leonardis et al., 2009). Pode também 

ocorrer a forma assintomática da infecção (Costa et al., 2000), sendo documentada 

uma razão de 1 caso de doença para cada 18,5 pessoas infectadas (Badaro et al., 

1986). 

A doença canina é pleomórfica, com alguns cães apresentando 

sintomatologia grave, caracterizando a forma sintomática. Na forma 

oligossintomática os animais apresentam poucos sinais clínicos de doença, ou ainda 

se mantém assintomáticos, sem evidências clínicas da infecção (Mancianti e 

Figura 1.4 Soroprevalência da infecção de cães por Leishmania infantum no Brasil. 1Cortada et 

al (2004); 2Camargo-Neves et al. (2001); 3Falqueto et al. (2009); 4França-Silva et al. (2003); 
5dos-Santos et al. (2008); 6Aguiar et al. (2010); 7Abreu-Silva et al. (2008), 8Barboza et al., 2009; 
9Saraiva et al. (2012), 10Paulan et al., 2013, 11Morais et al., 2013; 12Mestre et al., 2011; 13de 

Almeida et al., 2012; 14Cabrera et al., 2003; 15Nunes et al., 2001; 16Mestre et al., 2007; 17Frehse 

et al., 2010); 18de Oliveira et al., 2010. 
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Meciani, 1988). Foi estimado que 32,4% se mantém assintomáticos, 35,2% 

oligissintomáticos e 42,4% sintomáticos (França-Silva et al., 2003).  

Na forma sintomática os cães mostram sinais clínicos típicos, como lesões 

cutâneas, por exemplo, alopécia generalizada ou localizada; descamação; eczema 

em focinho e orelhas; ulcerações nas orelhas, focinho, cauda e articulações; pelos 

opacos; perda de peso e de apetite; linfoadenopatia localizada ou generalizada; 

lesões oculares - blefarite, associada à dermatite facial, ceratoconjutivite bilateral, 

uveíte e glaucoma (provavelmente em conseqüência de uveíte severa); epistaxis; 

anemia; falência renal; diarréia crônica; onicogrifose; coriza e edema das patas. Em 

casos avançados, são relatados: apatia e sonolência intensas; neuralgia; poliartrite; 

polimiosite; rachaduras no cochim plantar; úlceras interdigitais; lesões ósseas ou 

periostite proliferativa (Figura 1.5) (Baneth e Jaffe, 1999; Galvez et al., 2011). 

Quanto à sorologia, estes animais apresentam altos títulos de anticorpos para 

antígenos brutos de Leishmania sp. ou antígenos específicos como o rK39. Na 

forma oligossintomática, os cães exibem sinais clínicos pouco característicos e a 

sorologia, em geral, resulta em títulos baixos. Por fim, os animais assintomáticos não 

apresentam sinais clínicos, porém os exames sorológicos e parasitológicos são 

positivos. Quinnell e colaboradores (Quinnell, Courtenay, Shaw, et al., 2001) 

ressaltam que para uma avaliação clínica mais apurada deve ser feita uma análise 

semi-quantitativa com um escore de intensidade de 0 (ausência) a 3 (grave) dos seis 

sinais típicos da doença canina: alopécia, dermatite, conjuntivite, úlcera de pele, 

onicogrifose e linfadenomegalia (linfonodos poplíteos e pré-escapulares). Os 

escores devem ser somados obtendo-se uma classificação clínica final. Alguns 

estudos já demonstraram correlação positiva entre a carga parasitária e as 

manifestações clínicas, sendo mais evidente nas formas graves de LVC (Francino et 

al., 2006; Lage et al., 2007; Alves et al., 2009; Manna et al., 2009; Costa et al., 

2013). 
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1.2.3 Diagnóstico Laboratorial 

O diagnóstico laboratorial pode ser feito, de forma direta ou indireta, por (i) 

vizualização do parasita nos tecidos por microscopia ou por cultivo in vitro; (ii) 

detecção do DNA do parasita nas amostras de tecido; (iii) imunodiagnóstico por 

meio da detecção de antígenos específicos do parasita nos tecidos ou detecção de 

anticorpos anti-Leishmania ou (iv) pela inoculação dos espécimes clínicos em 

modelos animais. Testes laboratoriais precisos são cruciais para um correto 

diagnóstico, pois tanto na doença humana como na canina a apresentação clínica é 

inespecífica, podendo ainda ocorrer a infecção assintomática. Em humanos a 

questão se torna ainda mais crítica, pois o diagnóstico precoce é um fator 

determinante para o início do tratamento que tem consequência direta na letalidade 

da infecção.  

Na realidade da saúde pública o diagnóstico da doença canina somente é 

realizado quando há confirmação de casos em humanos ou em inquéritos 

epidemiológicos. Já na prática veterinária, a investigação é feita com base em 

critérios clínicos e epidemiológicos. Uma variedade de ensaios sorológicos, 

parasitológicos e moleculares foi desenvolvida para detecção da infecção canina 

(Maia e Campino, 2008; Miro et al., 2008). No plano ideal, os ensaios devem ser 

simples, acessíveis e altamente sensíveis (>95%). Também é desejável alta 

Figura 1.5 Manifestações clínicas comumente encontradas em cães com Leishmaniose 

Visceral. (A) Dermatite exfoliativa, (B) Úceras cutâneas, (C) Epistaxe, (D) Caquexia, (E) Lesões 

cutêneas no focinho e (F) Uveíte. Imagens arquivo pessoal. 
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especificidade, já que existem áreas com sobreposição, tanto de espécies de 

Leishmania como de outros tripanossomatídeos que podem conferir resultados falso 

positivos para L. infantum (Troncarelli et al., 2009; Viol et al., 2012). 

1.2.3.1 Diagnóstico Parasitológico  

A visualização direta do parasita nos tecidos é considerada o padrão-ouro no 

diagnóstico de leishmaniose por sua especificidade (Herwaldt, 1999). Os métodos 

clássicos incluem a visualização da forma amastigota por exame microscópico nos 

cortes histológicos ou esfregaços de aspirado de linfonodos, medula óssea ou baço; 

a inoculação em hamsters e a cultura in vitro de fragmentos de tecidos para o 

isolamento da forma promastigota (Grimaldi e Tesh, 1993). 

Nos esfregaços de aspirados corados com Giemsa é possível visualizar o 

citoplasma em azul pálido com um núcleo relativamente grande corado em rosa. 

Paralelamente ao núcleo visualiza-se o cinetoplato com coloração violeta profundo 

(Figura 1.6). Embora específico, a sensibilidade do exame microscópico varia, 

sendo maior para o baço 93-99% (Zijlstra, 1992; Sarker et al., 2004) do que para a 

medula óssea 53-86 % (Ho et al., 1948) ou para o linfonodo 53-65 % (Siddig et al., 

1988; Babiker et al., 2007). Contudo, a aspiração esplênica pode ter complicações 

hemorrágicas e requer habilidade técnica, bem como infraestrutura para transfusão 

de sangue e cirurgia (Sundar e Rai, 2002). A precisão da análise microscópica é 

influenciada pela capacidade técnica e pela qualidade do preparo do material, bem 

como dos reagentes utilizados. A sensibilidade pode variar de 40% a 95% 

dependendo do tempo de observação das lâminas (Da Silva et al., 2005). 

O cultivo do parasita em meio de cultura a partir de amostras clínicas é 

indispensável para o isolamento e posterior identificação da espécie. No entanto, 

nem sempre é possível estabelecer essa a rotina devido ao custo, ao tempo e à 

infraestrutura necessária. O material clínico, seja biópsia ou aspirado, é inoculado 

em meio de cultura bifásico Novy-McNeil-Nicolle com Schneider suplementado com 

antibióticos e incubado em estufa de 24oC a 26oC. O isolamento e a visualização das 

formas promastigotas pode demorar até um mês (Sundar e Rai, 2002). A grande 

vantagem desta técnica é que após o isolamento e cultivo de uma grande 

quantidade de promastigotas, pode ser feito o diagnóstico etiológico analisando o 

padrão de isoenzimas por eletroforese (Kreutzer et al., 1993; Cupolillo et al., 1994).  
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O diagnóstico molecular da leishmaniose por meio da reação em cadeia da 

polimerase (polimerase chain reaction, PCR) é uma poderosa ferramenta e está 

largamente difundido. Porém ainda não é uma realidade na saúde pública, 

permanecendo restrito a hospitais de referência e centros de pesquisa. A técnica é 

mais sensível do que os métodos tradicionais de diagnóstico direto (Ashford et al., 

1995). Além disso, o desenvolvimento de alvos espécie-específicos para L. infantum 

incrementou a especificidade desses métodos para o diagnóstico (Rocha et al., 

2010; Odiwuor et al., 2011; Srivastava et al., 2011) com destacada importância para 

distinção entre as espécies L. braziliensis e L. infantum (Gomes et al., 2007). 

Desde o início do uso da PCR para diagnóstico da leishmaniose, diversos 

alvos foram desenvolvidos, tais como os minicírculos de DNA do cinetoplasto 

(kDNA) (Smyth et al., 1992; Reale et al., 1999; Ampuero et al., 2009); o RNA 

ribossomal - rRNA (Guevara et al., 1992); as sequencias repetitivas do genoma 

(Piarroux et al., 1993); a região espaçadora entre os transcritos internos do gene 

rDNA ou “internal transcribed spacer” - ITS-1-rDNA (Schonian et al., 2003; 

Nasereddin et al., 2006) e a proteína do “choque térmico” (hsp70, do inglês heat 

shock protein) (Graca et al., 2012). 

A PCR direcionada para o kDNA tem sido exaustivamente utilizada, sendo a 

mais difundida, em especial, pela alta sensibilidade. Entretanto, sua padronização 

não é trivial estando sujeita a problemas técnicos, inclusive resultados falso-

positivos. O kDNA possui cerca de 10.000 cópias de minicírculos de DNA por célula, 

com tamanhos que variam entre 600 e 800 pb. Cada minicírculo é dividido em uma 

região conservada de aproximadamente 150pb e uma região variável de 600pb 

Figura 1.6 Esfregaço de medula óssea de 

cão com Leishmaniose Visceral. Células 

do sistema mononuclear fagocitário com 

amastigotas no citoplasma (seta). 

Coloração por Giemsa. Microscopia óptica, 

100X. Arquivo pessoal. 
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(Morales et al., 2001). Oligonucleotídeos, desenvolvidos para anelar e amplificar a 

região conservada, são capazes de identificar o gênero (Degrave et al., 1994), 

sendo úteis no diagnóstico da infecção por Leishmania sp. Já aqueles direcionados 

para a região variável do genoma permitem a discriminação entre as espécies 

(Eresh et al., 1994; Cortes et al., 2004). Tais características tornaram o kDNA um 

alvo bastante pesquisado e utilizado. Na LVC, a sensibilidade do teste é maior em 

cães doentes e, além disso, varia durante o curso da infecção, sendo maior (78%-

88%) até 135 dias após a infecção e declinando a cerca de 50% após 300 dias 

(Quinnell, Courtenay, Davidson, et al., 2001). Entre os testes moleculares, a PCR 

pode detectar a infecção antes da soroconversão, mas é importante acompanhar e 

monitorar a soroconversão durante o curso da infecção (Coura-Vital et al., 2013). A 

sensibilidade pode variar também de acordo com o espécime clínico, sendo possível 

utilizar amostras de sangue (Mohammadiha et al., 2013); aspirado de medula óssea 

(Cortes et al., 2004); aspirado esplênico e linfonodal (Solca Mda et al., 2012); pele 

saudável (Manna et al., 2004) e swab conjuntival (Leite et al., 2010; De Almeida 

Ferreira et al., 2012). O linfonodo e a pele são as melhores opções na rotina 

veterinária (Manna et al., 2004). 

Variações da técnica clássica de PCR, tais como a PCR-RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorphism) (Quaresma et al., 2009), a nested-PCR (Carvalho 

Ferreira et al., 2014) e a LSSP-PCR (Low-Stringency Single Specific Primer-PCR) 

(Alvarenga et al., 2012), podem ser utilizadas para o diagnóstico etiológico, mas não 

serão discutidas detalhadamente aqui. A PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

tem sido empregada para determinar a carga parasitária da infecção no hospedeiro 

vertebrado (Nicolas et al., 2002; Manna et al., 2004; Rolao et al., 2004; Francino et 

al., 2006; Alves et al., 2009; Menezes-Souza et al., 2011; Michelin et al., 2011; Solca 

Mda et al., 2012), sendo útil não só para o diagnóstico como também para estudar a 

dinâmica da infecção. 

1.2.3.2 Diagnóstico Sorológico 

Os métodos sorológicos tradicionalmente empregados no diagnóstico da 

infecção canina são o enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) e a reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI) (Brasil, 2006).  Alguns estudos estimam que a 

sensibilidade da RIFI varia de 68% a 100% e que a especificidade varia de 52% a 

100%, enquanto que no ELISA são estimadas em 91% a 97% e 83% a 98%, 
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respectivamente (Scalone et al., 2002; Ferreira et al., 2007; De Arruda et al., 2013). 

Em estudo com 234 cães domésticos, a RIFI apresentou sensibilidade (72%) menor 

que o ELISA (95%), enquanto a especificidade de ambos os ensaios foi baixa (52 e 

64%, respectivamente). No diagnóstico da doença canina, a busca pela 

especificidade é fundamental, pois com a grande proporção de resultados falso-

positivos em função da reação cruzada com Trypanossoma cruzi, L. braziliensis e 

Erlichia canis (Alves e Bevilacqua, 2004), não é incomum que animais sejam 

sacrificados desnecessariamente.  

A RIFI foi utilizada por muito tempo como teste confirmatório e o ELISA como 

teste de triagem. No entanto, com o intuito de melhorar a acurácia do diagnóstico a 

RIFI paulatinamente vem sendo substituída pelo teste imunocromatográfico com 

antígenos recombinantes (Dual Path Platform - DPP®LVC, Bio-Manguinhos/Fiocruz, 

Rio de Janeiro, Brasil), que é mais simples, mais rápido e não necessita de técnicos 

especializados. Em 2011 o Ministério da Saúde determinou que o teste 

imunocromatográfico deve ser utilizado como teste de triagem e o ELISA como teste 

confirmatório (Brasil, 2011). O rK39, um dos componentes do DPP®LVC, é uma 

sequência repetida de 39 aminoácidos da proteína associada a kinesina (kinesin-

related protein), conservada entre as espécies do complexo donovani (Burns, 1993). 

No diagnóstico da doença humana, o ensaio de ELISA com esta proteína mostra 

excelente sensibilidade (93–100)% e especificidade  (97–98)% (Sundar e Rai, 2002). 

O desenvolvimento de um teste imunocromatográfico rápido, com base no rK39 

(dipstick test), possibilitou o diagnóstico em campo também da doença humana nos 

vários países endêmicos no Velho Mundo (Chappuis, 2005; Chappuis et al., 2006). 

Atualmente, a rotina oficial para diagnóstico da infecção canina é feita 

empregando-se o DPP®LVC como triagem e o ELISA como confirmatório. No 

entanto, em metanálise recente (Quinnell et al., 2013), concluiu-se que embora o 

desempenho diagnóstico do teste rápido com rK39 seja aceitável para a confirmação 

de infecção em casos clínicos suspeitos, sua sensibilidade para detectar cães 

infectados é baixa para ser utilizado em estudos epidemiológicos de grande escala. 

Além disso, Grimaldi e colaboradores (Grimaldi et al., 2012) também mostraram que 

apesar da sensibilidade em cães sintomáticos ser alta (98%), nos cães 

assintomáticos fica muito aquém do desejado (47%), o que levanta a questão do seu 

uso na rotina diagnóstica. Novos antígenos recombinantes (rLci1A e rLci2B) foram 
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utilizados em conjunto com o rK39 aumentando a sensibilidade de 87% para 93,5%, 

dando perspectivas de melhoria nos resultados do teste rápido (Fraga et al., 2014). 

Independentemente dos pontos negativos, na atual realidade brasileira o teste 

rápido (DPP®LVC) parece ser uma ferramenta indispensável no combate à 

dispersão da LVC. Ele possibilita o diagnóstico da doença em áreas mais remotas, 

nas quais a coleta e o envio de amostras para laboratório são praticamente 

inviáveis, e agiliza o diagnóstico, facilitando a implementação de medidas de 

controle aonde cães infectados são identificados.  

A vacinação em massa da população canina, discutida mais adiante, ainda 

não é uma realidade. Ainda não é possível diferenciar um cão vacinado de um 

infectado e este é um grande desafio no campo dos testes sorológicos.  

1.2.4  Estratégias de Controle da LV Voltadas para o Cão  

As estratégias de controle da leishmaniose variaram pouco ao longo de 

décadas, mas nos últimos anos houve avanços interessantes no diagnóstico, 

tratamento precoce da LVH e prevenção. São exemplos disso, o desenvolvimento 

de um teste imunocromatográfico rápido para o diagnóstico da LV; o licenciamento 

do primeiro medicamento oral (miltefosina) para tratamento da LVH; o advento de 

coleiras impregnadas com deltametrina que reduzem o risco de infecção em cães e 

consequentemente protegendo humanos (Gavgani et al., 2002; Davies et al., 2003), 

além da perspectiva de uso das duas vacinas anti-Leishmania disponíveis para 

cães. 

No Brasil, as atuais estratégias de controle da LV se baseiam na detecção e 

no tratamento precoce dos casos humanos ativos, na redução da população de 

flebotomíneos vetores, na eliminação dos reservatórios domésticos e nas atividades 

de educação em saúde (Brasil, 2006). São necessárias medidas mais eficazes de 

controle, pois apenas a eliminação do reservatório vertebrado e o uso de inseticidas 

são insuficientes para um efetivo controle da doença (Saraiva et al., 2012). 

1.2.4.1 Controle dos Reservatórios 

Os cães são considerados os principais reservatórios domésticos da 

leishmaniose zoonótica por serem altamente suscetíveis à infecção, por albergarem 
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o parasita na pele e, principalmente, pelo convívio próximo ao homem (Dantas-

Torres e Brandao-Filho, 2006). A infecção canina geralmente precede o 

aparecimento de casos humanos (Camargo-Neves et al., 2001) sendo, ainda, mais 

prevalente que a infecção humana. Nas áreas endêmicas, a maioria dos cães já foi 

exposta ao parasita, é sororeagente mas não apresenta sinais clínicos, atuando 

porém como reservatórios e podendo infectar os flebotomíneos (Berrahal et al., 

1996; Moreno e Alvar, 2002). É estimado que a prevalência de cães assintomáticos 

sorogreagentes seja de 67% (Solano-Gallego et al., 2001). Apesar das evidências 

de estudos experimentais mostrarem diminuição da incidência da LV em cães e 

crianças após triagem sorológica e eutanásia de cães soropositivos (Ashford et al., 

1998; Palatnik-De-Sousa, 2001), a eficiência, a aceitação e a ética de tal estratégia 

de controle são cada vez mais discutidas e contestadas (Courtenay et al., 2002; 

Reithinger e Davies, 2002; Costa, 2011). Ainda em 1997, estudos realizados por 

Dietze (Dietze et al., 1997) demonstraram que a eliminação dos cães soropositivos 

reduziu apenas temporariamente a força de transmissão entre os cães, sendo por 

isto considerada, já naquela época, medida insuficiente para o controle da LVC. 

Mais recentemente, em um estudo ao longo de 5 anos, a eliminação de mais de 

80% dos cães soropositivos não reduziu a ocorrência da doença humana no distrito 

de Venda Nova em Belo Horizonte (Saraiva et al., 2012). 

1.2.4.2 Tratamento  

O tratamento de cães infectados é largamente praticado na Europa com base 

nos antimoniais pentavalentes, incluindo o antimoniato de meglumina e o 

estibogluconato de sódio (Frezard et al., 2009). No Brasil, o tratamento de cães com 

drogas de uso humano é legalmente proibido (Brasil, 2008). Apesar disso alguns 

protocolos já foram propostos (Ribeiro et al., 2008; Solano-Gallego et al., 2009; Da 

Silva et al., 2012), mas não serão discutidos detalhadamente aqui. No Velho Mundo 

o tratamento dos cães é permitido. (Noli e Auxilia, 2005) revisaram os resultados de 

47 ensaios clínicos com cães que deram embasamento para a recomendação do 

uso de antimoniato de meglumina (100 mg kg-1/dia durante pelo menos 3-4 

semanas) em conjunto com o alopurinol, a fim de se obter uma boa eficácia clínica e 

reduzir a taxa de recidiva. A avaliação dos artigos também forneceu evidências para 

recomendar o uso de pentamidina (4 mg kg-1/duas vezes por semana) e aminosidina 

(5 mg kg-1/duas vezes ao dia por 3-4 semanas). Entretanto, segundo (Baneth e 
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Shaw, 2002) quese nunhum dos tratamentos é capaz de eliminar completamente os 

parasitas do organismo, e em animais mais imuno suscetíveis, mesmo que seja 

alcançada recuperação clínica temporária, a recidiva é esperada em semanas ou 

mesmo anos após o tratamento. Assim, os animais devem ser monitoradsos por 

meses e até anos antes de serem considerados permanentemente curados. 

O tratamento tem a vantagem de diminuir a carga parasitária reduzindo a 

transmissão para os flebótomos (Miro et al., 2011). (Otranto e Dantas-Torres, 2013) 

sugeriram um fluxograma com base no monitoramento clínico e sorológico e nos 

testes parasitológicos (Figura 1.7) para o manejo da doença canina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7 Manejo sugerido para o tratamento da Leishmaniose Visceral Canina 

(Adaptado de Otranto e Dantas-Torres, 2013. Trends in Parasitology, Vol. 29, No. 7). 
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A recidiva da doença canina ocorre com frequência (Miro et al., 2008) fazendo 

com que haja necessidade de administração contínua dos medicamentos. As 

autoridades de Saúde Pública temem que o uso prolongado e generalizado de 

medicamentos para LVC possa selecionar cepas resistentes aos compostos 

antimoniais (Who, 2010), por isso a proibição no Brasil. A resistência aos antimoniais 

já foi documentada em várias regiões do Velho Mundo (Lira et al., 1999; Hadighi et 

al., 2006; Rojas et al., 2006). No Novo Mundo, há descrições de resistência da L. 

infantum em crianças (Velez et al., 2009) e em adultos (Faraut-Gambarelli et al., 

1997) e já é uma preocupação crescente em na co-infecção HIV-LV (Peters et al., 

1990). A miltefosina é largamente usada na Europa para o tratamento de cães e há 

o risco iminente de que cepas resistentes apareçam no Novo Mundo, onde a droga é 

utilizada para tratamento humano em países como: Colômbia, Guatemala, 

Argentina, Venezuela, Paraguai, Equador e Honduras (Dujardin et al., 2008). A 

resistência à anfotericina B ainda não foi documentada em pacientes 

imunocompetentes (Sereno et al., 2000; Lachaud et al., 2009), embora haja 

evidências clínicas em pacientes imunocomprometidos (Di Giorgio et al., 1999). Na 

sua formulação lipossomal (AmBisome, Gilead Sciences, Inc.) é a melhor droga 

leishmanicida existente, mas o seu custo proibitivo limita o uso em regiões 

endêmicas (Laguna et al., 2003; Sundar e Rai, 2005). No Brasil as drogas 

disponibilizadas pelo SUS para o tratamento da LVH são os antimoniais 

pentavalentes e anfotericina B e a permissão para o tratamento canino ainda é 

remota. 

1.2.4.3 Vacinação 

A vacinação de cães parece ser a melhor estratégia para o controle da 

doença canina. A primeira vacina desenvolvida para LVC é uma vacina de segunda 

geração, composta por glicoproteínas ligantes de fucose-manose (FML) purificadas 

a partir de promastigotas de L. donovani, utilizando a saponina como adjuvante. O 

antígeno, inicialmente isolado por Palatnik e colaboradores em 1989 (Palatnik et al., 

1989), se mostrou capaz de inibir a fagocitose de promastigotas por macrófagos 

peritoneais. Os estudos com cães mostram o perfil da resposta protetora e a 

segurança da vacina. Nesses estudos foi demonstrado que o antígeno tem a 

capacidade de induzir alterações fenotípicas precoces, tanto em neutrófilos como 
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em monócitos, de promover resposta seletiva, principalmente associada à ativação 

de células T CD8+, além de promover um padrão de resposta pró-inflamatória 

seletiva, caracterizada pela síntese de IFNγ e óxido nítrico (Araujo et al., 2011).  

A vacina confere resposta humoral tanto para o antígeno total como para o 

antígeno FML, porém com algumas diferenças entre os animais vacinados. O valor 

de absorbância IgG1/IgG2 no ELISA para antígeno total entre os vacinados foi 0,068 

e para o FML foi 0,889, o que demonstra algum potencial para diferenciar os animais 

vacinados. Adicionalmente, os eventos adversos foram transientes e desapareceram 

antes da aplicação da dose consecutiva (Parra et al., 2007). Nos estudos clínicos de 

fase III (Borja-Cabrera et al., 2002) mostraram soropositividade e reação 

intradérmica em 100% dos animais dois meses após a vacinação e se mantendo ao 

longo de 3,5 anos. Foi mostrado que apenas um animal do grupo vacinado 

desenvolveu a doença fatal, o que corresponde a 95% de proteção com uma 

eficácia vacinal de 80%. No estudo conduzido por Da Silva (Da Silva et al., 2000), 

que também comprova forte resposta humoral e celular de longa duração, apenas 

8% dos animais vacinados mostraram sinais clínicos moderados enquanto que 33% 

do grupo controle desenvolveram a doença plena. A vacinação foi eficiente para 

promover negatividade nos exames parasitológicos de pele e sangue e ausência de 

sinais clínicos em 83% dos animais (De Amorim et al., 2010). Interessante observar 

que o xenodiagnóstico também foi negativo, o que corrobora os resultados de 

Nogueira e colaboradores (Nogueira et al., 2005), que sugeriram a capacidade de 

bloqueio de transmissão da vacina. O Ministério da Saúde ainda não reconhece 

esses resultados como discutido mais adiante. Mais importante do que o seu 

mecanismo de ação, em duas regiões endêmicas promoveu a redução de casos 

humanos ao longo de dois anos (Palatnik-De-Sousa et al., 2009). Além disso, em 

testes de campo foi capaz de reduzir a incidência da infecção canina e a 

porcentagem de animais sobreviventes após dois anos foi significativamente maior 

(99% vs 61%) (Borja-Cabrera et al., 2008), suportando o uso da vacina em regiões 

endêmicas. 

Esta vacina baseada no antígeno FML é agora comercializada pela 

multinacional Fort Dodge Saúde Animal (EUA) com o nome comercial Leishmune®. 

Recentemente, em outubro de 2011 e após 22 anos da descrição do antígeno, a 

vacina FML recebeu o registro definitivo pelo Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento (MAPA). No entanto, restam algumas questões para que a vacina 

seja recomendada como medida de controle da LVH. De acordo com o Ministério da 
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Saúde, ainda é necessário definir (i) a suscetibilidade à infecção nos cães 

vacinados; a capacidade do cão vacinado infectar o vetor Lutzomya longipalpis; (iii) 

o efeito da vacina sobre a capacidade de cães previamente infectados 

permanecerem como reservatórios e, ainda, (iv) comparar o perfil sorológico de cães 

naturalmente infectados com o perfil de cães vacinados. Nessa discussão, ganha 

importância a determinação de um biomarcador para infecção ou vacinação. Ainda 

não há distinção entre os níveis de IgG total ou de suas subclasses, IgG1 e IgG2, 

entre os cães vacinados com a vacina FML e os naturalmente infectados 

(Marcondes et al., 2011). A soroconversão ocorre a partir de 21 dias após a 

vacinação e se mantém por seis meses. Desta forma, os órgãos de controle ainda 

recomendam que cães com sorologia positiva, mesmo que tenham sido vacinados, 

sejam eutanasiados. 

A busca por marcadores de infecção e/ou resposta vacinal e o 

desenvolvimento de testes de diagnóstico com antígenos, capazes de distinguir a 

infecção da vacinação, são desejáveis do ponto de vista do controle da doença com 

a vacina e ainda representam uma lacuna a ser preenchida. Alguns avanços como o 

uso da citometria de fluxo com marcação especifica para IgG de L. infantum têm 

sido desenvolvidos, com o intuito de discriminar a sororeatividade da infecção da 

sororeatividade da imunização (De Andrade et al., 2007; Andrade et al., 2009). 

Entretanto, ainda não é possível atender à demanda da realidade do Sistema de 

Vigilância à doença. 

A aplicabilidade do antígeno FML no diagnóstico também foi testada (Borja-

Cabrera et al., 2002). Do ponto de vista prático de controle da doença o uso desse 

antígeno em testes de diagnóstico pode ser um passo para a distinção, porém, 

embora já tenha sido descrito há algum tempo, seu uso ainda não é realidade no 

Sistema de Vigilância. Outro ponto que impacta a adoção desta vacina nos 

programas de controle da doença é o valor da imunização, em torno de R$ 240,00 

por animal, o que praticamente inviabiliza seu uso na Saúde Pública. 

Uma segunda vacina disponível no mercado é a Leish-Tec®, classificada 

como vacina recombinante e produzida pelo Laboratório Hertape Calier Saúde 

Animal S.A., após acordo de transferência de tecnologia em 2003 com a 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).  É composta por 0,10 mg da 

proteína recombinante A2, produzida a partir de plasmídeo inserido em Escherichia 

coli, e 0,50mg do adjuvante Saponina. A proteína A2 é exclusivamente expressa em 

amastigotas e é essencial para a sobrevivência da amastigota de L. donovani no 
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interior da célula hospedeira, tendo sido identificada como um fator de virulência 

desta forma do parasita (Zhang et al., 1996; Zhang e Matlashewski, 1997). Seu 

potencial imunogênico foi demonstrado em camundongos que apresentaram 

proteção significativa no desafio com L. donovani (Ghosh et al., 2001). 

No Brasil, os estudos sobre as propriedades desse antígeno foram realizados 

na UFMG e, inicialmente, foram caracterizadas as propriedades imunogênicas da 

proteína recombinante A2. Os estudos de fase I mostraram que a imunização de 

camundongos BALB/c com a proteína A2 protege contra a infecção por L. 

amazonensis (Coelho et al., 2003) e contra L. infantum (Zanin et al., 2007). Para os 

estudos de fase II, o mesmo grupo testou esquema vacinal em cães Beagle, 

posteriormente desafiados com elevada carga parasitária (5x107 promastigotas L. 

chagasi / i.v.) (Fernandes et al., 2008). Os animais vacinados apresentaram altos 

níveis de anticorpos anti-A2, especificamente IgG total e IgG2, altos níveis de IFNγ e 

baixos níveis de IL-10, antes e após o desafio. Um dado importante deste estudo é 

que os animais vacinados se mantiveram negativos nos exames sorológicos 

convencionais (usados oficialmente para o diagnóstico da doença canina), o que 

sugere seu grande potencial para aplicação a campo. Entretanto, talvez sejam 

necessários estudos com mais animais, já que este foi feito com vinte e um cães de 

uma mesma raça, além de estudos conduzidos por grupos de pesquisa diferentes, o 

que também não ocorreu com o antígeno FML. Atualmente o grupo detentor da 

patente da vacina está realizando os testes de fase III, cujos resultados serão 

fundamentais para a obtenção do seu registro definitivo e comprovação da redução 

da infecção na população. O potencial imunogênico da vacina baseada no antígeno 

A2 é incontestável, entretanto, como muitas vacinas, não confere imunidade estéril e 

previne apenas a doença. Em se tratando de Leishmania, um parasita que também 

se alberga na pele, a capacidade de bloqueio da transmissão deve ser avaliada com 

cuidado. 

Alternativamente algumas vacinas podem ser utilizadas como auxiliar ao 

tratamento da LVC. Embora o Ministério da Saúde proíba o tratamento com drogas 

de uso humano, com base em uma possível seleção de resistência, o tratamento 

dos cães com alopurinol e imunomoduladores é uma realidade na clínica veterinária. 

Nesse contexto, as vacinas ganham um potencial imunoterapêutico quando 

associadas às drogas, sendo capazes de debelar não apenas os sintomas mas 

também a infecção latente, curando completamente os animais (Santos et al., 2007). 

O potencial imunoterapêutico da vacina humana Leish-111f associada ao 



43 

Glucantime foi testada em cães doentes e se mostrou eficaz em cães com a doença 

moderada, porém ineficaz em cães com a doença grave (Trigo et al., 2010).  

Vale citar que há uma vacina de primeira geração, baseada no antígeno total 

de Leishmania associada ao adjuvante BCG, denominada Leishvaccine®, que está 

disponível na Europa. Desencadeia alterações iniciais em neutrófilos e eosinófilos e 

tardia em monócitos, promove alterações fenotípicas em linfócitos T CD4+ e CD8+ e 

em linfócitos B, com um perfil misto de secreção de citocinas IFNγ/IL-4 em adição a 

altos níveis de IgG1 (Araujo et al., 2008; Araujo et al., 2011).  

Diante da grande discussão na sociedade, a comunidade cientifica tem o 

compromisso social de propor alternativas eticamente aceitáveis para bloquear o 

papel dos cães no ciclo de transmissão da leishmaniose. Com a liberação do 

registro definitivo, parece que o controle da doença canina por meio da vacinação 

está próximo, o que indica também uma boa perspectiva para o desenvolvimento de 

uma vacina humana. 

1.3 Imunopatogênese na Leishmaniose Visceral Canina (LVC) 

O conhecimento prévio dos mecanismos imunopatogênicos associados a 

infecção por L. infantum é necessário para o desenvolvimento de vacinas e outras 

estratégias de controle da LVC. 

A apresentação clínica da LV parece ser consequência da interação entre o 

parasita e a resposta imune desenvolvida pelo hospedeiro (Chamizo et al., 2005). 

Assim, o resultado da infecção dependeria da habilidade do parasita de evadir as 

defesas não específicas do hospedeiro, de ser reconhecido e fagocitado e de 

sobreviver dentro do fagolisossomo dos macrófagos (Grimaldi e Tesh, 1993). 

Durante a interação parasita-hospedeiro, vias de sinalização complexas são 

acionadas pelo reconhecimento de moléculas-chave do parasita (Olivier et al., 

2005). Diferenças nos fatores de virulência entre as espécies são responsáveis 

pelas diferentes formas clínicas observadas nas leishmanioses (Mcmahon-Pratt e 

Alexander, 2004). 

A imunidade protetora na leishmaniose é mediada pela resposta imune 

celular, enquanto a doença ativa é associada a uma forte resposta humoral com 

ausência de resposta celular (Mcmahon-Pratt e Alexander, 2004). O controle da 

infecção é complexo e o parasita é capaz de evadir respostas pró-oxidativas e 
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outros mecanismos efetores dos macrófagos impedindo a ativação de uma resposta 

imune eficaz (Gantt et al., 2001; Olivier et al., 2005). 

Assim, as células T e as citocinas por elas produzidas exercem papel central 

na resposta imune (Pinelli et al., 1999). Macrófagos parasitados, linfócitos, células 

dendríticas e células natural killers produzem citocinas que estão envolvidas com 

ambas as respostas inata e adaptativa ao parasita (Sacks e Sher, 2002). Células T 

CD4+ e CD8+ são importantes para a conter a doença visceral e estão envolvidas 

com a produção de IL-2, IFNγ e IL-12 (Goto e Prianti, 2009). Em contrapartida, 

ocorre proliferação intensa de linfócitos B e a produção de anticorpos é abundante, 

porém deletéria e não protetora (Almeida et al., 2005a). 

Na LVC a imunidade mediada por célula é capaz de controlar a infecção, e se 

correlaciona com a ausência de sintomatologia (Pinelli et al., 1994; Solano-Gallego 

et al., 2000; Santos-Gomes et al., 2002), enquanto a falta desta resposta tem sido 

associada à presença de resposta humoral exacerbada permitindo a progressão da 

doença (Reis, Martins-Filho, et al., 2006; Reis et al., 2010) (Figura 1.8). 

Ilustrativamente, o teste cutâneo positivo (reação de hipersensibilidade tardia) para 

Leishmania spp em cães é um bom indicador de resistência à infecção (Dos-Santos 

et al., 2008; Falqueto et al., 2009), podendo ser usado como fator prognóstico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O padrão de resposta imunológica é bem estudado em murinos e em 

humanos, cujo paradigma Th1/Th2 está estabelecido. No modelo murino de 

leishmaniose, as células Th1 secretam IL-2, INF e TNF e estão associadas à 

resistência e ao controle da infecção, enquanto as células Th2 secretam IL-4, IL-10, 

IL-18 e são responsáveis pela suscetibilidade e progressão da doença (Reiner e 

Locksley, 1995; Boceta et al., 2000; Gumy et al., 2004). Na LVH, a resposta imune 

Figura 1.8 Mecanismos e marcadores de resistencia e susceptibilidade na Leishmaniose Visceral 

Canina. (Adaptado de Reis et al, 2010. Trends in Parasitology, Vol. 26, No. 7). 
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Th2 é representada pela baixa síntese de IFNγ e pelo aumento dos níveis de IL-4. 

Além disso, a IL-10 tem sido indicada como uma das principais citocinas 

supressoras da resposta imune protetora, tanto em modelos murinos e como na LVH 

(Bacellar et al., 2000; Ansari et al., 2011).  

Os mecanismos de resposta imune celular na infecção natural da 

leishmaniose canina são diferentes daqueles encontrados nos modelos aonde o 

paradigma clássico de resposta Th1/Th2 é associado à resistência ou à 

suscetibilidade (Panaro et al., 2009). Apesar de não seguir o paradigma clássico, 

alguns estudos associam a infecção assintomática em cães com a ativação de 

células Th1 que produzem o IFNγ, IL-2 e TNFα (Pinelli et al., 1994; Santos-Gomes et 

al., 2002). Da mesma forma, o perfil de citocinas em cultura de células sanguíneas 

periféricas mononucleares (PBMC) de cães assintomáticos infectados 

experimentalmente com L. infantum, mostra resposta predominantemente Th1, 

mediada pela expressão de IL-2, IFNγ e IL-18, mas ausência de expressão de IL-4 

(Chamizo et al., 2005). Nessa via, os parasitos são mortos pelos macrófagos 

ativados por linfócitos produtores de IFNγ através de um mecanismo dependente de 

óxido nítrico (Vouldoukis et al., 1996). No entanto há evidências de que o IFNγ 

aumenta nos estágios iniciais da infecção, mas não é suficiente para prevenir a 

doença (Travi et al., 2009) e que os níveis aumentam como consequência da 

infecção, independente da sintomatologia clínica (Quinnell, Courtenay, Shaw, et al., 

2001).  

Tanto os cães assintomáticos como os sintomáticos são capazes de produzir 

citocinas pertencentes a perfis Th1 e Th2, e estes perfis podem coexistir na LVC 

(Correa et al., 2007). Assim, os estudos sobre a expressão de citocinas na LVC tem 

mostrado resultados conflitantes que podem estar relacionados à 

compartimentalização da resposta nos diferentes tecidos avaliados. Alves e 

colaboradores (Alves et al., 2009) demonstraram a expressão gênica de IFNγ e 

TNFα em cães assintomáticos e IL-10 e TGFβ em cães sintomáticos. A associação 

da carga parasitária com a evolução clínica da LVC e com a expressão gênica e 

síntese de determinadas citocinas, como IFNγ, IL-2, IL-6, IL-10 e IL-12 já foi 

demostrada (Santos-Gomes et al., 2002; Barbieri, 2006; De Lima et al., 2007; Lage 

et al., 2007; Manna et al., 2008).  Outro estudo mostrou que o aumento de 

expressão gênica de IL-4 em células mononucleares do sangue periférico após seis 

meses de infecção infecção foi quantitativamente semelhante em ambos os cães 

assintomáticos e sintomáticos (Manna et al., 2006). Em cães sintomáticos infectados 
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por L. infantum, não foi identificada correlação entre o nível de TNFα no soro e a 

doença ativa (De Lima et al., 2007). 

Diferente das leishmanioses humana e murina, na LVC não há altos níveis de 

IL-10 nos tecidos e a expressão de IL-4 na medula óssea de cães infectados 

naturalmente, especialmente naqueles mais gravemente afetados, sugere uma 

associação entre a IL-4 e a doença (Quinnell, Courtenay, Shaw, et al., 2001). 

Por fim, não há dados conclusivos sobre os mecanismos imunológicos 

responsáveis pela resistência ou progressão da LVC e a detecção da síntese de 

citocinas e sua associação com a infecção por L. infantum ainda é controversa. Em 

revisão recente (Maia e Campino, 2012) foi apontado que o papel das 

subpopulações Th1 e Th2 nos diferentes tecidos é crucial para compreender o 

mecanismo imune induzido pela infecção. De fato, a resposta imune ao parasita não 

é idêntica em todo sistema hospedeiro, mas sim órgão-específica (Reis et al., 2009). 

O fígado é o local de resolução da infecção aguda, apresenta dano mínimo ao tecido 

e resistência a reinfecção, ao passo que o baço torna-se um local de persistência do 

parasita como bem evidenciado em modelo murino de infecção (Stanley e 

Engwerda, 2007). 

O baço está entre um dos principais órgãos afetados na LVC e é responsável, 

em grande parte, pela resposta imune à infecção, porém o conhecimento dos 

mecanismos imunopatológicos envolvidos é limitado, sendo a maioria dos estudos 

focados no modelo murino de infecção experimental. É um importante órgão linfóide 

secundário de grande volume com função primordial de responder aos patógenos 

sistêmicos (Mebius e Kraal, 2005). O tecido linfóide é altamente organizado e a 

desorganização da arquitetura esplênica em cães com LV tem sido associada à 

progressão da doença e à redução da expressão de diversas quimiocinas e seus 

receptores (Santana et al., 2008). Os níveis de mRNA de uma grande variedade de 

citocinas (IFNγ,TNFα, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-18, TGFβ), fatores de transcrição (T-

bet e GATA3), e quimiocinas (IP-10, RANTES, MIP-1α, MCP-1) foram avaliados no 

baço de cães infectados natural e experimentalmente (Correa et al., 2007; Lage et 

al., 2007; Strauss-Ayali et al., 2007; Nascimento et al., 2013; Silva et al., 2013). Foi 

sugerido que durante a infecção por L.infantum, ocorre uma resposta mista Th1/Th2 

no baço de cães oligossintomáticos e sintomáticos, insuficiente para controlar o 

parasita localmente. Os autores mostraram que a alta expressão de IFNγ no baço 

não eliminou os parasitos completamente, pois uma nova carga de parasitos, 
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proveniente de outros locais, onde o IFNγ não está elevado, é constantemente 

liberada no baço (Strauss-Ayali et al., 2007).  

Um dos órgãos mais relevantes envolvidos na interface parasita-hospedeiro 

durante a infecção por L. infantum é o compartimento hepático. Poucos estudos 

quantificaram a produção de citocinas e quimiocinas no fígado de cães infectados. 

Os níveis de mRNA de ccl1, ccl17, ccl26, ccr3, ccr4, ccr5, ccr6 e ccr8 foram maiores 

em cães assintomáticos (Nascimento et al., 2013) assim como a síntese de IFNγ, IL-

10 e TGFβ1 (Correa et al., 2007). Por outro lado, parece que a infecção por si só 

provoca aumento na síntese de IL-4 e IL-10 no fígado, independente da 

sintomatologia com aumento de TNFα nos cães sintomáticos, o que não foi 

observada no baço. Além disso, a carga parasitária do fígado é menor do que no 

baço (Michelin et al., 2011). Particularmente no fígado, a presença de granulomas 

em diferentes graus de amadurecimento em cães infectados é uma reação deste 

órgão para tentar controlar a proliferação de parasitas (Giunchetti et al., 2008) e no 

modelo murino, o TNFα está envolvido na formação dos granulomas hepáticos 

(Stanley e Engwerda, 2007). A presença de granulomas também é observada na 

LVH (Geramizadeh et al., 2011) e na LVC. 

1.4 Diversidade Genética do Parasita 

 

As manifestações clínicas dependem de parâmetros multifatoriais, como a 

resposta imune do hospedeiro, o background genético do parasita e, possivelmente, 

de fatores relacionados ao vetor. A natureza do agente patogênico, as espécies, 

mas também em particular as variações infraespecíficas, podem ser um fator. O 

genoma da Leishmania é relativamente pequeno, com aproximadamente 50.000 kb 

e é diplóide na maioria dos loci (Grimaldi e Tesh, 1993). As várias espécies contém 

de 25 a 30 cromossomos e a análise do cariótipo mostra que o genoma é rico em 

polimorfismos e tem alto grau de plasticidade (Pagès et al., 1989; Bastien et al., 

1990). Embora diversos estudos demonstrem a presença de vários zimodemas de L. 

infantum associados à LVC e LVH nas regiões do Velho Mundo (Gramiccia e 

Gradoni, 2005), a análise de cepas isoladas em diversas regiões das Américas 

indica uma homogeneidade na população de L. infantum circulante, com a infecção 

associada sempre ao mesmo zimodema (IOC/Z 1=MON1). Apesar da L. infantum 

ser a única espécie causadora da LV no Brasil, diferenças genéticas 
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intraespecíficas, polimorfismos, presença de pseudogenes e a expressão de genes 

de virulência e de resposta oxidativa  podem contribuir para diferenças na patologia 

da doença e, por conseguinte, na evolução clínica (Mccall et al., 2013). De fato, 

alguns trabalhos em modelos experimentais demonstram claramente diferenças 

importantes na virulência de clones de L. infantum (Garin et al., 2001; Mendez et al., 

2001) e entre isolados de parasitos pertencentes ao mesmo zimodema  (Baptista-

Fernandes et al., 2007) e isto provavelmente se deve a interações entre o parasita e 

seus hospedeiros, reservatórios naturais e principalmente os vetores.  

Os estudos de epidemiologia molecular tem se concentrado no 

desenvolvimento e avaliação de marcadores úteis na diferenciação dos parasitos e, 

eventualmente, na investigação do polimorfismo genético de populações naturais do 

parasita, visando correlacionar os diferentes grupos genéticos com características 

clínicas e/ou epidemiológicas da doença (Schriefer et al., 2004; Garcia et al., 2005; 

Rotureau et al., 2006). Várias abordagens já foram tentadas com o objetivo de 

tipificar os diferentes genótipos como o uso de “restriction fragment polimorphisms” 

(RFLPs) (Tojal Da Silva et al., 2006) e de sequenciamento de espaçadores 

transcritos internos (“internal transcribed spacers”) (Cupolillo et al., 2003). No 

entanto, com a análise de microsatélites é possível identificar diferentes genótipos 

dentro do mesmo zimodema (Ochsenreither e Katrin, 2006; Oddone et al., 2009). 

Os microsatélites representam uma classe de marcadores genéticos que 

permitem a genotipagem analisando múltiplos loci (“multilocus genotyping”, MLMT). 

São repetições curtas de 2 a 6 nucleotídeos organizados em “tandem” no genoma. 

Estas sequências são abundantes, ubíquas, hipervariáveis e co-dominantes, o que 

faz com que estes marcadores sejam bastante informativos em estudos genéticos, 

filogenéticos e populacionais (Bulle et al., 2002) tendo sido aplicado em diversas 

espécies (Ajzenberg et al., 2010; Bruce et al., 2011; Conrad et al., 2011). Devido à 

sua elevada taxa de mutação, podem ser utilizados em conjunto como marcadores 

espécie-específicos (Montoya et al., 2007). O genoma de Leishmania é 

relativamente rico em microsatélites (Rossi et al., 1994) o que favorece o uso deste 

marcador. Conjuntos de marcadores de microssatélites, desenvolvidos para o 

complexo L. donovani (Jamjoom et al., 2004; Kuhls et al., 2007; Montoya et al., 

2007; Kuhls et al., 2008) bem como para outras espécies de Leishmania 

(Leishmania) (Al-Jawabreh et al., 2008) e Leishmania (Viannia) (Oddone et al., 2009; 

Rougeron et al., 2009), são altamente sensíveis para avaliar a variação genética em 

nível intra-zimodemas (Russell et al., 1999). Especificamente em relação à L. 
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infantum já foram propostos painéis de marcadores para sua identificação 

(Ochsenreither e Katrin, 2006; Reale et al., 2010). 

De fato, a análise multilocus dos microsatélites parece ser uma ferramenta útil 

na avaliação da estrutura populacional do gênero Leishmania, elucidando aspectos 

epidemiológicos. Estudos baseados em microssatélites com cepas de L. infantum do 

Novo Mundo indicaram a existência de duas populações principais; uma população 

com cepas do zimodema MON-1 provenientes do Paraguai, Brasil, Colômbia e 

Honduras, e outra população com cepas do zimodema não-MON-1 provenientes da 

Venezuela, Panamá, Costa Rica e Honduras (Kuhls et al., 2011). A análise conjunta 

de cepas no Novo e Velho Mundo revelou que as cepas do Novo Mundo se 

assemelham àquelas provenientes de Portugal e Espanha, mostrando a origem 

dessas cepas MON-1 do Novo Mundo (Leblois et al., 2011). Recentemente foi 

mostrado que em diferentes regiões endêmicas brasileiras há três populações 

genéticas circulantes tanto em humanos como em cães (Ferreira et al., 2012). A 

população 1 está largamente distribuída e presente na maioria das regiões 

endêmicas, a população 2 com boa distribuição mas predominante no estado do 

Mato Grosso, e a população 3, a menos dispersa, sendo observada essencialmente 

no Mato Grosso do Sul. Esses achados (Ferreira et al., 2012) puderam correlacionar 

a dispersão das cepas com a interferência humana e inferir sobre a possível 

associação da população 3 com a participação do vetor Lu. cruzi no ciclo de 

transmissão. Adicionalmete, a análise de 53 isolados provenientes de cinco estados 

brasileiros com um conjunto de sete marcadores revelou 18 genótipos sem detectar, 

no entanto, correlação com a origem geográfica ou com a estrutura populacional 

estimada (Segatto et al., 2012). A totalidade desses estudos foi feita com cepas 

isoladas de amostras humanas ou caninas. 

O isolamento in vitro do parasita é um gargalo, uma vez que apenas em uma 

baixa porcentagem das amostras clínicas é bem sucedido. Além disso, o 

microambiente in vitro é uma variável a ser considerada. Assim, a genotipagem 

diretamente da amostra clínica sem a necessidade de cultivo do parasita abre 

grande perspectiva neste campo (Bulle et al., 2002; Ochsenreither e Katrin, 2006; 

Kuhls et al., 2007). As análises de 17 marcadores de microsatélites em amostras 

clínicas de cães em São Paulo deram suporte a hipótese de que a LVC tenha sido 

introduzida pela região Noroeste do estado através do tráfego de pessoas e animais 

provenientes do Mato Grosso do Sul. Já na região Sudeste de SP, é encontrada 

uma outra população do parasita provavelmente proveniente de outras regiões do 
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país ou de outros países (Motoie et al., 2013). No entanto, o papel dessas cepas na 

infecção canina ainda não foi elucidado. 

O conhecimento sobre a resposta imunológica de cães naturalmente 

infectados com diferentes cepas de L. infantum pode contribuir para o prognóstico 

da doença, evitando assim a retirada desnecessária de cães sorologicamente 

positivos, ou mesmo, para o direcionamento de medidas de controle profiláticas. 

Esse conjunto de dados nos levaram a pensar na hipótese de que diferentes 

populações de L. infantum têm relação com a resposta imune e com a apresentação 

clínica de cães com LV. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Estudar a correlação entre a expressão clínica, a carga parasitária, a resposta 

imunológica do hospedeiro e a diversidade genética dos parasitos em cães 

naturalmente infectados por L. infantum e avaliar o padrão de infecção dos parasitas 

geneticamente. 

2.2 Objetivos Específicos 

a. Classificar clinicamente os animais provenientes de área endêmica de 

Leishmaniose Visceral utilizando dois métodos de avaliação, qualitativo e 

semi-quantitativo; 

b. Realizar exames parasitológicos, sorológicos e moleculares para confirmação 

da infecção e da etiologia da doença e avaliar a concordância entre os testes; 

c. Determinar a carga parasitária no fígado e baço por qPCR em animais 

provenientes de áreas endêmicas e correlacionar com a apresentação clínica; 

d. Avaliar a resposta imune humoral nos cães infectados por L. infantum 

correlacionando-a com a apresentação clínica e com a carga parasitária; 

e. Descrever as alterações histopatológicas induzidas pela infecção no fígado e 

baço; 

f. Descrever os níveis de expressão gênica de citocinas no fígado e baço em 

animais provenientes de áreas endêmicas de LV;  

g. Caracterizar as populações e genótipos de L. infantum diretamente do tecido 

do cão infectado bem como dos isolados por análise do polimorfismo de 

microssatélites; 

h. Avaliar o padrão de infecção dos parasitas geneticamente distintos em 

linhagem macrófagos caninos (DH82). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Desenho do Estudo 

 

 

 

3.2 Animais e Avaliação Clínica 

Foi realizada uma amostragem de conveniência, em que 92 cães sem raça 

definida com títulos de anticorpos IgG anti-Leishmania maior do que 1:40 na reação 

de imunofluorescência indireta (RIFI) foram incluídos no estudo. Os animais 

infectados foram destinados à eutanásia após consentimento por escrito do 

proprietário durante o processo periódico que ocorre em função dos serviços de 

vigilância epidemiológica da LV. A eutanásia foi realizada nos Centros de Controle 

de Zoonoses (CCZ) de quatro municípios endêmicos (Rondonópolis, Barra do 

Garças, Várzea Grande e Cuiabá), em Mato Grosso, Brasil. A Comissão de Ética 

para o Uso de Animais da Fundação Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ) declarou a 

Figura 3.1 Desenho experimental do estudo 
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não necessidade de aprovação para o uso de amostras coletadas de animais 

submetidos à eutanásia (ANEXO I). O critério de inclusão foi a sorologia positiva 

para infecção por leishmania. As amostras de sangue foram coletadas antes do 

procedimento de eutanásia e as amostras de tecido foram coletadas após a 

confirmação da morte do animal, durante a necrópsia. Todas as amostras foram 

encaminhadas ao Laboratório de Pesquisa em Leishmaniose do Instituto Oswaldo 

Cruz (Rio de Janeiro/RJ) para as análises que seguiram. A infecção foi confirmada 

em todos os cães RIFI-positivos por dois testes sorológicos adicionais: o ensaio 

imunoenzimático (ELISA) e o teste rápido Dual Path Platform (DPP®CVL, 

BioManguinhos, FIOCRUZ) e/ou pela detecção de parasitos através da cultura e/ou 

PCR convencional (mkDNA). A etiologia da infecção foi confirmada por eletroforese 

de enzimas multilocus (MLEE) em todas as cepas isoladas pelo Laboratório de 

Referência Nacional para Tipagem de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz 

(TRNTL/IOC) e as cepas estão depositadas com acesso aberto na Coleção de 

Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC, http://clioc.fiocruz.br). Para análise da resposta 

humoral amostras de soro de 15 cães não infectados de área não-endêmica (Rio de 

Janeiro, RJ, Brasil) gentilmente cedidas pelo Laboratório de Patologia Clínica do 

Instituto Jorge Vaitsman de Medicina Veterinária (RJ) foram incluídas como grupo 

controle. 

Imediatamente antes da eutanásia foi realizada avaliação clínica por dois 

médicos veterinários de acordo com uma escala semi-quantitativa adaptada de 

Quinnel e colaboradores (Quinnell, Courtenay, Shaw, et al., 2001) e os dados 

anotados em uma ficha de registro. Assim, seis sinais comuns da LVC (dermatite, 

onicogrifose, conjuntivite, emagrecimento, alopecia e linfadenopatia) foram avaliados 

de acordo com a intensidade de 0 (ausente) a 3 (intenso) e a soma dos valores foi 

utilizada para atingir o escore clínico final, onde 0-2 foi considerada baixo, 3-6 médio 

e 7-18 elevado. Uma segunda abordagem foi realizada para classificar os mesmos 

animais de acordo com metodologia qualitativa em que foram considerados 

assintomáticos aqueles que não apresentavam nenhum sinail clínico e os demais 

foram considerados sintomáticos. 
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3.3   Coleta e Armazenamento de Amostras 

Amostras de sangue foram coletadas da veia cefálica, o soro foi separado por 

centrifugação e armazenado a -20 oC. As amostras de soro dos cães controle foram 

coletadas na rotina da clínica veterinária do Instituto Jorge Vaitsman. Para a coleta 

dos tecidos, os cães foram anestesiados com injeção intravenosa de 1,0 ml / kg de 

tiopental 1,0% (Thiopentax ®, Cristália). Uma vez observada a ausência de reflexo 

corneal e interdigital, induzidos por anestesia profunda, foram administrados 10,0 ml 

de Cloreto de Potássio 19,1% (Isofarma) por via intravenosa. Imediatamente após a 

eutanásia, fragmentos de baço e fígado foram coletados e armazenadas em solução 

tampão (10 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris HCl) para extração de DNA e em 

solução RNAlater® (Ambion, Applied Biosystems, Life Technologies Corporation) 

para extração de RNA, ambos transportados a 4 ºC e estocados a -70 ºC. Um 

terceiro fragmento de cada tecido foi fixado em solução formalina tamponada 10% 

para histologia. Para o isolamento do parasita, foram realizados dois aspirados com 

agulha de cada órgão, a saber medula óssea, fígado e baço e os aspirados foram 

semeados em tubo cônico estéril contendo meio bifásico NNN - Schneider 

Drosophila (Sigma-Aldrich, USA). Em um animais foi coletada amostra do fluido 

ascítico e semeado no meio bifásico.  

3.4 Sorologia 

A RIFI foi executada pelo Laboratório Central (LACEN/MS) localizado em 

Cuiabá (MT) como teste de triagem dos animais. 

A soropositividade foi confirmada no local de coleta das amostras pelo teste 

imunocromatográfico DPP®CVL (Bio-Manguinhos, Rio  de  Janeiro,  Brasil), de 

acordo com as instruções do fabricante. Este teste imunocromatográfico é um 

dispositivo pronto para uso que consiste em um cassete plástico contento duas tiras 

de nitrocelulose conectadas por um dispositivo em forma de “T” que permite a 

chegada independente da amostra teste e do reagente de detecção dos anticorpos. 

O teste pode ser realizado com 5 µL de sangue fresco, soro ou plasma. No local de 

coleta das amostras o teste foi realizado com sangue e no laboratório foi repetido co 

soro. Duas gotas do tampão formnecido pelo fabricante foram adicionadas após a 

adição da amostra, assim, a amostra diluída migra em direção à segunda tira de 

nitrocelulose que contém os antígenos para detecção dos anticorpos. Em seguida 
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foram adicionados quatro gotas do tampão em outro ponto do dispositivo (indicado 

pelo fabricante).  A adição deste tampão permite que as partículas coloidais secas 

migrem para a área do teste. As partículas reagem com o complexo antígeno-

anticorpo formado gerando uma reação colorimétrica que permite a visualização de 

uma banda nos testes positivos (Figura 3.2A). Na ausência de anticorpos 

específicos, não é observada a formação da banda teste (Figura 3.2B). Como as 

partículas continuam migrando, uma segunda banda similar deve ser vista na área 

de controle do dispositivo, servindo como uma validação do teste. Caso essa 

segunda banda (controle) não seja observada o teste deve ser descartado (Figura 

3.2C). No local de coleta das a leitura foi visual, realizada cinco minutos após a 

adição do tampão. Posteriormente, no Laboratório de Pesquisa em Leishmaniose 

(FIOCRUZ/RJ), a fim de quantificar os valores de reflectância, os ensaios do 

DPP®CVL foram repetidos com o soro dos animais. A leitura foi realizada no 

equipamento Leitor de Testes Rápidos (M-Bio Engenharia, Universidade 

Tecnológica Fedreal do Paraná). 

 

Figura 3.2 Teste imunocromatográfico rápido DPP®CVL (Bio-Manguinhos, Rio  de  Janeiro,  Brasil) utilizado 

para triagem sorológica da Leishmaniose Visceral Canina. (A) Teste positivo apresentando coloração nas bandas 
T e C; (B) Teste negativo apresentando coloração apenas na banda C e (C) Teste inválido não apresentando 
coloração na banda T. Banda teste T e controle C. 

 

No Laboratório de Pesquisa em Leishmaniose (FIOCRUZ/RJ) , foi realizado o 

ELISA com o kit EIE - Leishmaniose Visceral Canina® (BioManguinhos, FIOCRUZ), 

com pequenas adaptações, para a detecção das imunoglobulinas IgG e IgM. 

Resumidamente, placas de 96 poços pré-sensibilizadas (EIE-LVC®) com antígeno 

solúvel de Leishmania foram incubadas com soros diluídos (1:10) à temperatura 

ambiente durante 2 horas. A seguir foram realizadas três lavagens com solução 

tampão para lavagem (tween20 0,1% diluído em PBS 1X) para remover anticorpos 

não ligados. As placas foram então incubadas à temperatura ambiente, protegidas 

da luz, durante 1 hora com 100 µL/poço de IgG (1:3000, Bethyl Laboratories) ou IgM 

(1:1000, Bethyl Laboratories) diluídos em tampão (PBS 1X, BSA 0,1% e tween20 
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0,05%). Após esse período foram realizados seis ciclos de lavagem e 15 minutos de 

incubação com PBS 1X. Os complexos imunológicos foram revelados pela adição de 

100 µl de substrato de peróxido estabilizado e 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina 

hidrogênio (TMB Substrato azul-cromogenio®, Dako) durante 15 minutos. A reação 

foi terminada com a adição de 50 µl de H2SO4 2M. A leitura da densidade óptica 

(DO) foi realizada em leitor de absorvância (Spectra Max 190, Molecular Devices) 

com pico de 450 nm. O limite inferior de positividade (corte) foi determinado usando 

o valor da média mais 3 desvios-padrão dos soros controle. Amostras com valores 

de DO iguais ou maiores do que o valor de corte foram considerados positivos e 

valores de DO abaixo do valor de corte considerados negativos.  

3.5 Diagnóstico Molecular (PCR e PCR-RFLP) 

O DNA total foi extraído a partir de 28 a 33 mg de tecido utilizando-se o kit de 

extração Wizard® Genomic DNA Purification System (Promega, Madison, WI, USA), 

de acordo com o protocolo do fabricante. O DNA total foi dissolvido em 100 µl de 

tampão tris-EDTA (TE). Iniciadores direcionados para a amplificação de um 

fragmento de 120 pb do minicírculo do cinetoplasto (mkDNA) e para a amplificação 

de um fragmento de 1.400 pb da região altamente conservada de proteínas do 

choque térmico de 70 kDa (hsp70), foram utilizados para o diagnóstico molecular 

(Tabela 3.1). A reação de amplificação do mkDNA foi realizada em volume final de 

25,0 µl contendo beads (Ready-to-go PCR beads, GE Life Sciences, Uppsala, 

Sweden), 0,5 pmol de cada iniciador e 2,0 μl de DNA total (50 ng a 4000ng). A 

reação de amplificação do hsp70 foi realizada em volume final de 25,0 µl contendo 

tampão de reação 1X, 2,5 mM de dNTP, 25,0 µM de MgCl2, 20 pmol de cada 

iniciador e 2 unidades de Taq polimerase (GoTaq® DNA Polymerase; Promega, 

Madison, WI, USA). O ciclo térmico para PCR-mkDNA foi de 95 °C / 2 min, seguido 

de 30 ciclos de 95 °C / 40 s, 60 °C / 30 s e 72 °C / 10 s e para PCR-hsp70 94 °C / 5 

min, seguido de 30 ciclos a 94 °C / 30 s, 63 °C / 1 min e 72 °C / 10 s. Ambos com 

extensão final de 72 oC / 10 min. Os fragmentos amplificados foram analisados por 

eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% (Acrilamida, Sigma / bis-acrilamida, 

Sigma / Base Tris, BioRad / Ácido bórico, Sigma / EDTA, Sigma), corado com 

brometo de etídio (HS041, Molecular Biology Grade, USA). Os produtos da PCR-

hsp70 foram, em seguida, digeridos com as enzimas de restrição HaeIII e os 

fragmentos analisados por electroforese em gel de poliacrilamida 4% corado pela 
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prata (DNA Silver Staining, GE Healthcare), conforme descrito previamente (Da Silva 

et al., 2010). 

3.6 Determinação da Carga Parasitária por qPCR 

Iniciadores direcionados para a amplificação da subunidade 18S do RNA 

ribossomal de Leishmania sp. (ssrRNA) e o gene constitutivo de cão hipoxantina 

fosforibosiltransferase  (HPRT) foram utilizados para determinar a carga parasitária e 

para normalizar o número de células na amostra, respectivamente (Tabela 3.1). 

Curvas padrão com diluição seriada do DNA de promastigotas de Leishmania e de 

células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de cão foram construídas. As 

contagens de PBMC de cães não infectados e das promastigotas de L. infantum 

IOC/L3033 (MCAN/BR/2007/CG-1) foram determinadas utilizando-se um contador 

de células (Coulter Z1 ™ ®, Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA). O DNA total foi 

extraído a partir de 1,0 x 106 células PBMC e de 1,0 x 107 promastigotas. As curvas 

foram preparadas usando diluições seriadas de 10 vezes do DNA total purificado a 

partir de 1,0 x 10-2 a 1,0 x 107. 

O DNA total purificado (100 ng) foi adicionado a um volume final de 20,0 µL 

contendo 10,0 µL Power SYBR Green Master Mix 1X (Applied Biosystems, 

Molecular Probes, Inc.), 300 nM de cada iniciador para HPRT ou 500 nM para 

ssrRNA e água livre de nucleases. As reações foram realizadas no equipamento 

StepOne® (Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc.) com temperatura de 

ativação de 95 °C por 10 min, seguida por 40 ciclos a 95 ° C / 15 s, 60 °C / 1 min e 

68 °C / 30 s. Uma curva de dissociação (95 °C / 15 s, 60 °C / 1 min e 95 °C / 15 s foi 

realizada para avaliação de amplificação inespecífica. Todas as reações foram feitas 

em duplicata para cada alvo e ambos os alvos foram executados em poços 

diferentes (monoplex) na mesma placa para a mesma amostra.  
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Tabela 3.1 Genes alvos e desenho dos iniciadores para DNA.  

3.7 Análise Histopatológica 

Os fragmentos de tecido foram fixados em formalina tamponada 10%, 

embebidos em parafina, cortados com espessura de 5µm  e montados em Lâminas 

de vidro. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina e examinados por 

microscopia (Nikon  Eclipse  E400 Tokyo, Japan). 

As alterações histológicas do tecido esplênico, as populações celulares na 

polpa vermelha e a carga parasitária foram analisadas como descrito (Santana et al., 

2008). Os parâmetros analisados incluíram periesplenite (ausência, baixa, média ou 

alta),  presença de granuloimas e grau de organização da polpa branca (1- bem 

organizada: com a bainha de linfócitos periarteriolar distinta, centro germinativo e 

zona marginal; 2- levemente desorganizada: com alterações hiperplásicas e 

hipoplásicas levando à indefinição das regiões da polpa branca; 3 -  moderadamente  

desorganizada: polpa banca ainda evidente, mas as regiões pouco individualizadas 

ou indistinguíveis e 4-  extensivamente desorganizada: estrutura folicular 

indistinguível). A frequência de linfoblastos, macrófagos, neutrófilos e plasmócitos na 

polpa vermelha foi classificada como baixa, média ou alta. A quantidade de 

amastigotas foi estimada pela contagem de 40 a 100 campos (aumento de 1000X) 

por corte igualmente distribuídos entre o compartimento subcapsular e a polpa 

vermelha. Os resultados foram expressos como a razão entre campos com 

amastigotas/total de campos avaliados. 

No tecido hepático, o grau de degeneração e o infiltrado inflamatório no 

espaço porta e no parênquima foram avaliados em uma escala semi-quantitativa 

atribuindo as condições: ausente, 1+, 2+, 3+ e 4+. A avaliação dos granulomas 

considerou a presença ou ausência e o número de granulomas por campo foi 

Gene 
alvo 

Número de acesso 
ou Referência 

 
            Sequência (5’- 3’)                               Tamanho (pb) 

HPRT NW_003726126.1 
S AAAACAATGCAGACTTTGCT 

58 
AS CCTTGACCATCTTTGGATTA 

ssrRNA  Prina et al. (2007) 
S TACTGGGGCGTCAGAG 

153 
AS GGGTGTCATCGTTTGC 

kDNA Volpini et al (2004) 
S GGGGAGCGTGGGTCTGCGAA 

152 
AS GGCCCACTATATTACACCAACCCC 

hsp70 Da Graça et al. (2011) 
S GGACGAGATCGAGCGCATGGT 

234 
AS TCCTTCGACGCCTCCTGGTTG 

S, senso; AS, anti-senso, pb, pares de bases. 
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estimado semi-quantitativamente: ausente, 1, 2, 3, 4.  A presença ou ausência de 

amastigotas por campo, foi realizada pela observação de 20 campos (aumento de 

1000X) por corte. Os resultados foram expressos como a razão entre campos com 

amastigotas/total de campos avaliados. 

3.8 Extração do RNA e Quantificação da Expressão Gênica de  

Citocinas por qRT-PCR 

O RNA total foi extraído dos tecidos, pelo método Trizol® (Invitrogen, Grand 

Island, NY) e tratado com DNA-free DNase® (Ambion, Grand Island, NY), de acordo 

com  protocolo dos fabricantes. A integridade do RNA foi acessada em gel 

desnaturante de agarose a 1,2% com formamida, corado com SYBR Nucleic Acid 

Gel Stain® (Molecular Probes, Invitrogen Corp). O RNA foi quantificado pelo 

espectrofotômetro NanodropTM 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA). A 

transcrição reversa para a síntese do DNA complementar (cDNA) foi realizada a 

partir de 1,0 µg de RNA, utilizando o sistema ImProm-II™ Reverse Transcription 

System (Promega) com iniciadores oligo (d)T conforme protocolo do fabricante e 

incluindo a etapa de inibição de ribonucleases  (Recombinant RNasin®, Promega). 

As reações de transcrição foram feitas em duplicata com volume final de 20 µL e ao 

final, o cDNA foi diluído (1:4) com a adição de 80 µL de água livre de nucleases. 

Como controle de contaminação de DNA genômico, uma reação sem a enzima 

transcriptase reversa (no-RT) foi realizada para cada amostra para os genes 

constitutivos. 

As reações de qPCR foram realizadas utilizando o sistema de detecção 

Power Sybr Green Master MIX® (Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc) no 

equipamento Step One (Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc). Foram 

preparadas reações com volume final de 20 µL contendo 300 nM de iniciadores, 10 

µL de SYBR 1X e 4µL de cDNA. O ciclo térmico consistiu em uma etapa de ativação 

a 95 °C / 10 min, seguida de 40 ciclos de desnaturação a 95 °C / 10 s e  

anelamento/extensão a 58 °C / 1 min. Uma curva de dissociação (95 °C / 15 s, 60 °C 

/ 1 min e 95 °C / 15 s) foi realizada para avaliação de amplificação inespecífica. A 

quantificação relativa dos genes alvo foi normalizada em relação à expressão dos 

genes constitutivos, HPRT e proteína ribossomal 32 (RP32) (Tabela 3.2). Todas as 

reações foram realizadas em triplicata. 
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Tabela 3.2 Genes alvos e desenho dos iniciadores para cDNA. S, senso; AS, anti-senso, pb, pares 
de bases. 

3.9 Ensaio Multiplex de Quantificação da Expressão Gênica de  

Citocinas 

A fim de testar diferentes genes, foi utilizado um “chip” de 96x96 Fluidigm® 

(BioMark™ HD System, San Francisco, CA, USA) que permite testar em uma única 

reação 96 genes em 96 amostras.  O cDNA (equivalente a 100ng de RNA) de cada 

amostra foi pré-amplificado com uma mistura dos iniciadores dos genes alvo 

(ANEXO II) em um termociclador convencional. Cada reação foi realizada com 

mistura de pré-amplificação TaqMan® (Applied Biosystems, Life Technologies, 

EUA), 200 nM de cada iniciador e 1,25 µl do cDNA de cada amostra totalizando 

volume final de de 5 µl. O ciclo térmico da pré-amplificação consistiu em 95 oC / 10 

min seguido de 15 ciclos de 95 oC / 15 s e 59 oC / 4 min. O cDNA pré-amplificado foi 

diluído a 1:5 em TE, aplicado no chip e colocado no equipamento Fluidigm IFC 

Controller HX. Paralelamente foi preparada uma mistura de Taqman Gene 

Expression Master mix Evagreen I (Applied Biosystems, Life Technologies, USA) 

com os iniciadores separadamente. Em seguida os iniciadores misturados ao mix 

Gene 
alvo 

Número de acesso 
 

Sequência (5’- 3’)  
Tamanho 

(pb) 

IL-10 NM_001003077.1 
S  GAGAGAAGCTCAAGACCCTCAG 

118 
AS  TGGAGCTTACTAAATGCGCTCT 

TNFα NM_001003244.4 
S  CAAATGGCCTCCAACTAATCA 

100 
AS  TCGGGGTTTGCTACAACAT 

IL-6 NM_001003301.1 
S  TCCAGAACAACTATGAGGGTGA 

100 
AS  TCCTGATTCTTTACCTTGCTCTT 

TGFβ NM_0010033309.1 
S  CTGGAGTCGTGAGGCAGTG 

96 
AS  GCAGTGTGTTATCTTTGCTGTCA 

IFNγ NM_001003174.1 
S  CCAGATCATTCAAAGGAGCA 

116 
AS  CGTTCACAGGAATTTGAATCAG 

IL-12p40 NM_001003292.1 
S  TGGAGGTCAGCTGGGAATAC 

120 
AS  CCACGCAGAGTATATCTTTCTTT 

IL-27 XM_844736.2 
S  CTGAGAAGATGCACCTGTGG 

145 
AS  CCTTTCCTCTCCTCATGCTG 

GADPH XM_003434387.2 
S  CCAGGTGGTCTCCTGTGACT 

103 
AS  CCAGGAAATGAGCTTGACAAA 

RP32 NM_001252169.1 
S  ATGCCCAACATTGGTTATGG 

181 
AS  CTCTTTCCACGATGGCTTTG 

HPRT NM_001003357.1 
S  CCAGTCAACAGGGGACATAAA 

128 
AS  TGACCAAGGAAAGCAAAGTC 
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foram amplicados no chip. A reação de amplificação foi realizada no sistema de 

microfluídica BioMark.  

3.10 Microssatélites 

A análise de polimorfismo de L. infantum foi realizada em um total de 92 DNA 

provenientes de amostras clínicas e 55 de cepas isoladas. Foram adicionadas às 

análises 173 cepas de L. infantum isoladas de diferentes hospedeiros analisadas 

anteriormente por nosso grupo (Ferreira et al., 2012). As promastigotas isoladas das 

amostras dos cães foram cultivadas a 25ºC em meio Schneider-Drosophila, 

suplementado com 10% de SFB e 1,8% de penicilina, estreptomicina e anfotericina 

(Sigma-Aldrich). Na fase log de crescimento os parasitos foram colhidos, lavados 

duas vezes em solução salina tamponada com fosfato (pH 7,2) a 4000 rpm / 10 min / 

5 oC. A massa de parasitos foi utilizada para extração de DNA utilizando-se o kit de 

extração Wizard® Genomic DNA Purification System (Promega). A cepa de 

referência de L. infantum IOC/L0579 (MHOM/BR/1974/PP75) foi utilizada como 

controle positivo nos ensaios.  

Para a amplificação das regiões de microssatélites foram utilizados 

iniciadores conjugados com fluoróforos 6FAM ou HEX (Tabela 3.3). As reações de 

amplificação foram realizadas em volume final de 25,0 µl contendo tampão de 

reação 1X, 1,5 mM de MgCl2, 2,5 mM de dNTP, 2 unidades de Taq polimerase 

(GoTaq®, DNA Polymerase; Promega) e 100 ng de DNA. O ciclo térmico foi 

realizado no equipamento Veriti (Applied Biosystems, Foster City, CA/US) e consistiu 

em uma etapa inicial de desnaturação de 95 °C / 5 min, seguido de 35 ciclos de 95 

°C / 30 s, TA / 30 s e 72 °C / 1 min com extensão final de 72 oC / 10 min. O produto 

de PCR (1,0 µL) foi misturado a formamida (Hi-DiTM Formamide, Life Technologies) e 

ao marcador de peso molecular (GeneScan™ 500 ROX™ Size Standard, Life 

Technologies) e foi separado por eletroforese capilar no equipamento ABI3130XL 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems) na Plataforma de Análise do Instituto 

Oswaldo Cruz (Plataforma Genômica - Sequenciamento de DNA - PDTIS / 

FIOCRUZ RPT01A). Os picos foram analisados no programa Peak ScannerTM 

Software v1.0 (disponível em http://www.appliedbiosystems.com). Os resultados 

foram padronizados baseados na cepa de referência IOC/L0579. 

http://www.appliedbiosystems.com/
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Tabela 3.3 Informação descritiva dos 14 marcadores de microssatélites utilizados. TA, temperatura de anelamento; pb, pares de bases 

 

 

 

Marcador Senso (5'-3') Anti-senso (5’-3’) TA Repetição pb 

Li22-35  (E) CTTGATGTTCGGGTTAGCAAGT ATGCACACCAAAAATCATGTG 52 CA 92/100 

Li23-41 (F) GATCGGAGGTGACAGCGT CCTTTAACTGCCAGTGCG 52 GT 77/87 

Li41-56  (B) TTGCTTCATGATAACAACTTGG CCTGTTGGTGTGAGTTCGTG 50 CA 90/92 

Li45-24  (G) GCGCCTACAGGCATAAAGGA CTGGCGCATCAACGGTGT 54 CA 81/107 

Li46-67  (C) TCTTCTTTCGTTAGCTGAGTGC CTGTATCACCCATGAGGGGC 50 CA 80/82 

Li71-5/2 (Q) GCACGGTCGGCATTTGTA GATAAACGAGATGGCCGC 56 CA 110/110 

Li71-7   (R) GCTGCAGCAGATGAGAAGG GTGAGAAGGCAGGGATTCAA 50 CA 92/102 

Li71-33  (P) CTCCTTTCACACCGCCTCT GAGAGAAGACGAGCCGAAGT 50 TG 103/107 

Lm2TG  (L) AAAAAGCGAGGAATGAAAGAA TCCCTCCCCTCTACAACCTT 53 TG 138/152 

Lm4TA  (M) TTTGCCACACACATACACTTAG GTAGACGACATCGCGAGCAC 54 TA 77/83 

TubCA  (T) GGCGTGGTTGCTAAACTGAT GCCTGCGCACACAGAGAC 58 CA 80/82 

CS20  (S) CGTTGGCTGTTGATTGTGTA GCGTGGCAATCTCCTCATT 56 TG 83/83 

LIST7031(K) GCGGGAGTCGTCTCTCTGTT AACGTGCAGTACGCAAGGAC 58 CA 111/111 

LIST7039(I) CACTCTTTCGCTCTTTGCTG TGGCTCCACAATATCGACAA 58 CA 205/211 
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3.11 Ensaio de Infecção de Macrófagos 

As cepas selecionadas foram armazenadas pela Coleção de Leishmania do 

Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC). Para realização dos experimentos as cepas foram 

descongeladas e mantidas em meio bifásico NNN-Schneider. Para expansão, as 

culturas foram iniciadas com 105 células/ml em frascos de cultura celular (25cm2) 

contendo 5 ml de meio de cultura Schneider Drosophila (Sigma-Aldrich) com 20% de 

SFB e 2% de urina humana. As culturas foram analisadas diariamente pela retirada 

de uma alíquota e contagem em câmara de Neubauer. 

A linhagem celular DH82 (ATCC® CRL-10389TM), de macrófagos isolados a 

partir de histiocitose maligna canina, foi gentilmente cedida pela Dra. Lucia Pinto-da-

Silva e foi cultivada e expandida no Laboratório de Pesquisa em Leishmaniose. Os 

macrófagos foram mantidos em meio de cultura DMEM (Culltilab®)  suplementado 

com 10% de SFB e 1% de antibiótico (Penicilina Estreptomicina, Sigma). 

Placas de 24 poços contendo lamínulas redondas de vidro foram utilizadas 

para o experimento de infecção. Os poços foram semeados com 1,0 x 105 células e 

a placa foi incubada a 37oC, 5% CO2 por 24 h. Para a infecção, a suspensão de 

parasitos foi centrifugada (4000 rpm / 4oC / 10 minutos) e lavada com PBS 1X estéril 

e ressuspendida em 1 ml de meio de cultura DMEM sem SFB. Após a lavagem dos 

poços com PBS, as células foram infectadas com 106 parasitos por poço (proporção  

de 10:1). Após incubação na estufa (37oC / 5%) por 2 a 3 horas o sobrenadante foi 

lavado até que não houvesse mais parasitos livres em suspensão. Por fim as células 

foram incubadas em estufa com meio DMEM 10% SFB por até 72 horas. As 

lâmínulas foram coradas pelo método panótico (Panótico Rápido, Laborclin, Brasil). 

O estudo cinético da interação do parasita com a célula hospedeira foi 

realizado pela contagem do número de parasitos por célula. Foram contadas 100 

células em 4 campos por lâmina, totalizando a avaliação de 400 células 

randomicamente nos tempos 24, 48 e 72 horas após a infecção.  
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3.12 Análise Estatística 

As comparações entre dois grupos nos ensaios de resposta imune humoral, 

carga parasitária e histopatologia foram realizadas através de comparação das 

medianas pelo teste Mann-Whitney ao nível de significância de 95%. Quando foram 

considerados três grupos, foi realizada a análise de variância (ANOVA) seguido de 

pós teste de Tukey. As tabelas descritivas do ANOVA estão mostradas no ANEXO 

IV. Para as análises de correlação usou-se o teste de correlação de Pearson. Todos 

os testes estatísticos foram realizados no programa GraphPad Prism versão 5.00 

para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com). 

Para as análises de concordância entre os testes sorológicos e moleculares 

utilizados, o índice Kappa foi calculado de acordo com o método de (Landis e Koch, 

1977) no endereço eletrônico http://www.lee.dante.br/com.  

Para a separação dos grupos em função da carga parasitária um limite de 

detecção foi estabelecido para cada gene alvo de acordo com o background dos 

ciclos iniciais (6 a 15) em todas as reações válidas. Os valores médios do ciclo de 

corte (cycle threshold, Ct) foram determinados por duplicatas técnicas. Os valores de 

Ct foram plotados em função das diluições (log10) e as curvas padrão para cada alvo 

determinadas por regressão linear, com os coeficientes de determinação (R2) 

usados como controle de qualidade. Em seguida, as curvas padrão do gene ssrRNA 

foram utilizadas para estimar o número total de parasitos na amostra e o gene HPRT 

usado para normalização do número de células caninas. Assim, foi possível obter o 

número de parasitos por 1,0 x 106 células. A eficiência de amplificação de cada alvo 

foi determinada de acordo com a equação: E = 10^(-1/slope). O processamento e a 

apresentação dos dados foram realizados utilizando rotinas escritas na linguagem R, 

para o pacote estatístico R versão 2.922 (Team, 2009). 

Nos ensaios de expressão gênica por qPCR a eficiência de cada reação de 

amplificação foi calculada como a razão entre a fluorescência do ciclo de 

quantificação e a fluorescência do ciclo anterior. Assim, a eficiência estimada de 

cada gene foi obtida pela média das eficiências calculadas para cada reação de 

amplificação de cada gene. Os genes empregados na normalização entre as 

diferentes amostras amplificadas foram selecionados pelo método geNorm 

(Vandesompele et al., 2002). Para a comparac ̧ão das médias dos valores de 

expressão normalizados foi utilizado o teste one-way ANOVA não paramétrico via 

http://www.graphpad.com/
http://www.lee.dante.br/com
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permutação irrestrita (n = 1000), seguido da comparac ̧ão de médias par-a-par por 

teste t não paramétrico via permutac ̧ão (n = 1000) com correção de Bonferoni 

(Basso et al., 2009). Os dados são apresentados pela média ± erro padrão da 

média. Dois níveis de significância menor ou igual a 0,01, a 0,05 e a 0,1 foram 

considerados "altamente significativo", "importante" e "sugestivo", respectivamente. 

As relações entre os perfis de genes diferencialmente expressos e amostras foi 

investigada por análise Bayesiana (Savage et al., 2010) e representado por 

heatmaps 2D e dendogramas. 

O programa STRUCTURE v. 2.3.4 foi utilizado para agrupar os indivíduos em 

populações com uma abordagem baseada em modelo (model based). A proporção 

atribuída de cada indivíduo pertencente a cada população (coeficiente de adesão Q) 

foi estimada pela estatística Bayesiana e simulações de cadeias Markov e Monte 

Carlo com um período de 100.000 iterações (burn-in) seguido de uma corrida com 

1.000.000 (running). Para cada valor de K (1 a 15), foram realizadas 10 iterações, 

cujos resultados foram utilizados para estimar o valor de delta K no programa 

Structure Harvester v. 0.6.1 (disponível em 

http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/ accessado em julho 2014). O 

programa CLUMPP v. 1.1.2 foi utilizado para minimizar a variação de Q entre 

diferentes réplicas de um determinado K e os resultados foram visualizados em 

planilha Excel (Microsoft), onde os gráficos de barra foram gerados.  

O programa Genetic Data Analysis (Rittig e Bogdan) foi utilizado para o 

cálculo da heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho) bem como do 

coeficiente de endocruzamento (FIS) (Xu et al., 2002). 

O programa Microsatellite Analyzer (MSA) (Dieringer e Schlotterer, 2003) foi 

utilizado para estimar os valores do índice de diferenciação genética (FST) e os 

respectivos valores de p. 

A árvore de Neighbor Joining foi construída utilizando o programa 

POPULATIONS 1.2.32 (http://bioinformatics.org/~tryphon/populations) e 

visualizadano programa MEGA 6 (Tamura et al., 2011). A rede filogenética foi 

construída no SplitsTree 4.12.3 (Huson e Bryant, 2006) a partir da matriz de 

distância Chord (Cavalli-Sforza e Edwards, 1967; !!! INVALID CITATION !!!).  

http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/
http://bioinformatics.org/~tryphon/populations
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Para a confecção dos mapas com o apontamento do local de coleta das 

amostras, foi utilizado o programa TerraView 3.5.0. Os gráficos de setores foram 

feitos em Excel e adicionados ao mapa. 



67 

4. RESULTADOS 

4.1 Grupos do Estudo 

Foram coletadas amostras de baço, fígado e soro de 92 cães. Os animais foram 

avaliados quanto a presença de seis sinais clínicos típicos da LV. De acordo com a 

metodologia adaptada de Quinnell (Quinnell, Courtenay, Shaw, et al., 2001), 34 

apresentaram escore clínico de 0 a 2 (escore clínico baixo); 30 o escore foi de 3 a 6 

(escore clínico médio) e 28 animais com escore de 7 a 18 (escore clínico alto). 

Paralelamente, classificamos os mesmos animais em dois grupos clínicos. Assim, 22 

animais que não apresentaram nenhum sinal clínico foram classificados como 

assintomáticos enquanto 70 que apresentaram um ou mais sinais característicos da 

LVC foram classificados como sintomáticos (Tabela 4.1). Os animais controle foram 

utilizados apenas para a sorologia. Os dados brutos com a descrição dos animais e 

dos resultados está no ANEXO III. 

Tabela 4.1 Descrição dos grupos experimentais 

Classificação Grupos Critério n 

I                                    
Semiquantitativa 

escore clínico baixo pontuação 0-2 34 

escore clínico médio pontuação 3-6 30 

escore clínico alto pontuação 7-18 28 

  *controle não infectado 15 

  Total   107 

II                                      
Qualitativa 

Assintomático sem sinais 22 

Sintomático 1 ou mais sinais 70 

*controle não infectado 15 

  Total   107 
*utilizados apenas na sorologia 

O sinal clínico mais comum observado foi a dermatite (47/92, 51%) seguido de 

onicogrifose (45/92, 49%). Vinte e dois animais (24%) não apresentavam nenhum 

sinal clínico (Figura 4.1). Foram observadas alterações cutâneas acompanhadas de 

outros sinais clínicos.  
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4.2 Confirmação Diagnóstica 

Os animais foram provenientes de quatro municípios localizados no estado do 

Mato Grosso e foram submetidos à eutanásia por apresentarem sorologia positiva 

para infecção por L. infantum. O grupo de estudo foi inicialmente diagnosticado com 

base nos ensaios de rotina do Laboratório Central de Saúde Pública do Mato Grosso 

(Lacen/MT): ELISA seguido da confirmação por RIFI (Brasil, 2006). Todos os 

animais incluídos no estudo foram doados com consentimento por escrito de seus 

proprietários e encaminhados à eutanásia, como recomendado pelo Ministério da 

Saúde. A RIFI com resultado maior ou igual a 1:40 foi utilizada como ponto de corte, 

razão pela qual foram realizados testes complementares, em nosso laboratório, 

como critério de inclusão no estudo. 

O isolamento de parasitos foi feito em 40,2% (37/92) dos cães. Foi observada 

uma tendência à maior positividade na cultura de amostras dos animais com maior 

escore clínico (Tabela 4.2). O isolamento a partir das amostras de baço (22,8%, 

21/92) e medula óssea (23,9%, 22/92) foi mais eficiente do que a partir de amostras 

de fígado (11,9%, 11/92) (Tabela 4.3).  

0 10 20 30 40 50 60

Dermatite

Onicogrifose

Conjuntivite

Emaciação

Alopecia

Linfadenomegalia

Sem sinal clínico

Figura 4.1 Porcentagem de animais apresentando os seis sinais clínicos mais 
comumente observados na Leishmaniose Visceral Canina. 
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Tabela 4.2 Positividade da cultura a partir de diferentes tecidos de cães naturalmente infectados por 

Leishmania infantum. Os animais foram classificados pelo escore clínico (Quinnell, Courtenay, Shaw, 

et al., 2001) ou como assintomáticos e sintomáticos. 

Escore 
Clínico 

Cultura baço 
% (P/T) 

Cultura medula 
% (P/T) 

Cultura fígado 
% (P/T) 

0 – 2 14,7 (5/34)* 11,8 (4/34) 2,9 (1/34) 

3 – 6 20,0 (6/30)* 40,0 (12/30) 16,7 (5/30) 

7 – 18 35,7 (10/28)* 21,4 (6/28) 17,9 (5/28) 

Total 22,8 (21/92) 23,9 (22/92) 11,9 (11/92) 

Assintomático 9,1 (2/22)  13,7 (3/22) 4,5 (1/22) 

Sintomático 27,1 (19/70) 27,1 (19/70) 14,2 (10/70) 

Total 22,8 (21/92) 23,9 (22/92) 11,9 (11/92) 
Cultura de promastigotas a partir de amostras clínicas de baço, fígado e/ou medula óssea; P - 

número de animais positivos; T – número de animais no grupo; *p = 0,05, teste Qui-quadrado para 

tendência. 

 

Nas diferentes amostras clínicas dos cães selecionados com evidência clínica, 

epidemiológica e laboratorial compatível com LV, a espécie responsável foi 

confirmada como L. (L.) infantum por eletroforese de isoenzimas (MLEE) no 

Laboratório de Referência Nacional para Tipagem de Leishmania do IOC (Figura 

4.2) de acordo com metodologia proposta (Cupolillo et al., 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quanto ao diagnóstico molecular a partir do tecido dos animais, a PCR 

direcionada para o alvo kDNA mostrou-se altamente sensível, com positividade 

maior que 90% em todos os grupos clínicos (Tabela 4.3). Nos ensaios direcionados 

para a proteína do choque térmico (hsp70), 17 animais tiveram resultados negativos, 

desses, nove apresentaram escore clínico baixo, quatro apresentaram escore clínico 

Figura 4.2 Caracterização isoenzimática de cepas de Leishmania isoladas dos cães incluídos neste 
estudo. Os testes seguiram metodologia proposta por (Cupolillo et al., 1994) para identificação de 
L. infantum, utilizando as enzimas G6PDH (glucose-6-phosphate dehydrogenase,  E.C.1.1.1.43) e 
6PGDH (6-phosphogluco-dehydrogenase, E.C. 1.1.1.43). Lg, cepa de referência de Leishmania 
(Viannia) guyanensis – IOC/L0565 (MHOM/BR/1975/M4147); Lb, cepa de referência de 
Leishmania (Viannia) braziliensis -  IOC/L0566 (MHOM/BR/1975/M2903); La, cepa de referência de 
Leishmania  (Leishmania) amazonensis -IOC/L0575  (IFLA/BR/1967/PH8); Li, cepa de referência 
de Leishmania (Leishmania) infantum - IOC/L0579 (MHOM/BR/1974/PP75). Identificação de cepas 
isoladas de (1, 2 e 3) medula óssea, (4, 5 e 6) baço e (7,8 e 9) fígado de cães soropositivos. 
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médio e quatro, escore alto. Apenas um animal foi negativo para kDNA nos três 

tecidos.  

No caso do diagnóstico através do alvo hsp70, também é possível identificar a 

espécie em todos os tipos de amostras coletadas, a saber: fígado, baço, pele e 

medula óssea. Além disso, foi possível a identificação tanto em animais sintomáticos 

como nos assintomáticos (Figura 4.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados da sorologia demonstram positividade maior do que 70% nos 

grupos clínicos com mais mais sinais. Interessantemente, a sorologia avaliada pelo 

DPP®LVC mostra um perfil crescente de positividade de acordo com o aumento do 

escore clínico. O mesmo padrão foi observado quando os animais foram 

classificados em apenas dois grupos clínicos (Tabela 4.3). Dois animais (104 e 112) 

foram excluídos das análises de sorologia, devido a perda da amostra. No entanto 

foram mantidos nas outras análises, pois apresentavam resultado positivo na PCR 

para kDNA e hsp70 e de um deles foi realizado o isolamento do parasita a partir da 

amostra de baço e de fígado. Cinco animais apresentaram leitura indeterminada no 

ELISA para IgM. Foram incluídos no estudo todos os animais com pelo menos um 

teste parasitológico (cultura ou PCR) positivo. 

 

 

PM

Figura 4.3 PCR-RFLP de hsp70C (234pb) para as cepas de referência 
de Leishmania e amostras clínicas de cães com LV após a digestão com 
Hae III. PM - marcador de peso molecular (pares de base); La, cepa de 
referência de Leishmania (Leishmania) amazonensis -IOC/L0575  
(IFLA/BR/1967/PH8); Li, cepa de referência de Leishmania (Leishmania) 
infantum - IOC/L0579 (MHOM/BR/1974/PP75); 1-2, amostras de baço 
de cães sintomáticos; 3-4, amostras de baço de cães assintomáticos; 5-
6, amostras de fígado de cães sintomáticos; 7-8 amostras de fígado de 
cães assintomáticos. Gel de poliacrilamida 4% corado pela Prata. 
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Tabela 4.3 Positividade das amostras de cães naturalmente infectados por Leishmania infantum nos 
diferentes métodos de diagnóstico. 

RIFI - ensaio realizado pelo Laboratório Central (MT), Ministério da Saúde; ***p = 0,001; §§p = 0,005; 
§p = 0,04; **p = 0,005; *p = 0,03 

 

No diagnóstico molecular com hsp70 a melhor concordância foi em relação ao 

teste DPP®LVC (Tabela 4.4). Em relação aos grupos clínicos, foi observada 

concordância razoável (kappa = 0,366) entre os alvos hsp70 e kDNA nos animais 

com escore clínico mediano e fraca (kappa = 0,144) quando classificados com 

sintomáticos. A concordância tanto entre o hsp70 e os testes sorológicos, ELISA e 

DPP®LVC, foi muito baixa (kappa <0,3) para todos os grupos clínicos avaliados. A 

melhor concordância foi observada entre os dois testes sorológicos, onde foi 

observada concordância moderada (kappa ~0,6) nos animais com mais sinais 

clínicos em ambas as classificações (Tabela 4.5). 

Tabela 4.4 Concordância entre o diagnóstico molecular por hsp70 e o diagnóstico por kDNA e pelos 
testes sorológicos DPP®LVC e ELISA para IgG total.  

 hsp70  

  
P N Total Kappa valor P 

Quesito da 
concordância 

peo Kappa 

kDNA 

P 75 16 91 
0,092 <0,035 Fraco N 0 1 1 

Total 75 17 92 

DPP®LVC 

P 68 0 68 
0,378 <0,001 Razoável N 17 7 24 

Total 85 7 92 

ELISA 

P 55 13 68 
-0,06 Não 

aplicável 
Desconsiderada N 19 3 22 

Total 74 16 90 

P – positivo; N – negativo 
 

 

Grupos 
RIFI≥1:40 

%(P/T) 
DPP®LVC 

%(P/T) 
ELISA 
%(P/T) 

Cultura 
%(P/T) 

kDNA 
%(P/T) 

hsp70 
%(P/T) 

ssrRNA 
%(P/T) 

0 - 2 
100,0 

(34/34) 
52,9*** 
(18/34) 

66,7§ 
(22/33) 

20,6§§ 
(7/34) 

100,0 
(34/34) 

73,5 
(25/34) 

100,0 
(33/33) 

3 - 6 
100,0 

(30/30) 
 80,0*** 
(24/30) 

70,0§ 
(21/30) 

43,3§§ 
(13/30) 

96,7 
(29/30) 

86,7 
(26/30) 

100,0 
(29/29)  

7 - 18 
100,0 

(28/28) 
92,8*** 
(26/28) 

95,6§ 
(25/27) 

60,7§§ 
(17/28) 

100,0 
(28/28) 

85,7 
(24/28) 

 100,0 
(26/26) 

total 100,0 
(92/92) 

 73,9 
(68/92) 

75,5 
(68/90) 

40,2 
(37/92) 

98,9 
(91/92) 

82,4 
(75/92) 

 100,0 
(88/88) 

Assintomático 
100,0 

(22/22)  
50,0** 
(11/22) 

61,9 
(13/21) 

18,2* 
(4/22) 

100,0 
(22/22) 

72,7 
(16/22) 

100,0 
(22/22)  

Sintomático 
100,0 

(70/70)   
81,4** 
(57/70) 

79,7 
(55/69) 

47,1* 
(33/70) 

98,6 
(69/70) 

84,3 
(59/70) 

100,0 
(66/66)   

Total 100,0 
(92/92) 

73,9 
(68/92) 

75,5 
(68/90) 

40,2 
(37/92) 

98,9 
(91/92) 

82,4 
(75/92) 

 100,0 
(88/88) 
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Tabela 4.5 Concordância nos diferentes métodos de diagnóstico usados para detecção da infecção 
canina por L. infantum. Os animais foram classificados pelo escore clínico (Quinnell, Courtenay, 
Shaw, et al., 2001) ou como assintomáticos e sintomáticos. 

 

4.3 Resposta Imune Humoral (IgG e IgM) em Cães Naturalmente 

Infectados com L. infantum 

A análise da sorologia por ELISA permitiu observar que há altos títulos de 

anticorpos anti-Leishmania, com uma diferença significativa nos títulos de IgG total e 

IgM entre os grupos clínicos e o grupo controle independente do método de 

classificação clínica (p < 0,01), mostrando forte resposta humoral, característica da 

infecção com leishmanias viscerotrópicas (Figuras 4.4A, 4.4B, 4.4D e 4.4E). Além 

disso, é possível observar diferença nos títulos de IgG total entre os grupos de 

menor (0-2) e maior (7-18) escore clínico (p <0,05) (Figura  4.4A). Diferentemente, 

na avaliação com dois grupos clínicos isso não fica evidente (Figura 4.4 D). As 

análises com o teste rápido DPP®LVC mostram o mesmo padrão do ELISA na 

avaliação com três grupos clínicos (Figura 4.4 C), porém evidencia diferença na 

comparação entre dois grupos clínicos (p < 0,05) (Figura 4.4 F).  

 

 

 

 

 

 

 

Grupos 
Concordância %(C/T) 

kDNA x hsp70 hsp70 X ELISA 
hsp70 X  

DPP®LVC 
DPP®LVC x 

ELISA 

0 - 2 73,5 (25/34) 45,5 (15/33)c 50,0 (17/34)h 69,7 (23/33)n 

 3 - 6 90,0 (27/30)a 70,0 (21/30)d 80,0 (24/30)i 83,3 (25/30)o 

 7 -18 85,7 (24/28) 81,4 (22/27)e 85,7 (24/28)j 92,6 (25/27)p 

Total 82,6 (76/92) 64,4 (58/90) 70,6 (65/92) 81,1 (73/90) 

Assintomático 72,7 (16/22) 42,8 (9/21)f 40,9 (9/22)l 61,9 (13/21)q 

Sintomático 85,7 (60/70)b 71,0 (49/69)g 80,0 (56/70)m 86,9 (60/69)r 

Total 82,6 (76/92) 64,4 (58/90) 70,6 (65/92) 81,1 (73/90) 
C – número de resultados concordantes; T – número de animais no grupo 
Índice Kappa: a0.366; b0,144; c0.286; d0.151; e0.098; f0.273; g0.003; h0.028; i0.286; j0.263; l0.182; 
m0.297; n0.375; o0.561; p0.46; q0.229; r0.586 
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Figura 4.4 Resposta humoral específica em cães naturalmente infectados por Leishmania infantum e 
não infectados de área não endêmica (controle). Títulos de IgG total (A e D) e de IgM (B e E) foram 
determinados por ELISA. Os títulos de IgG também foram detectados pelo teste rápido DPP®LVC (C 
e F). Os animais foram separados de acordo com o escore clínico em (A), (B) e (C) como 0-2 (n=33), 
3-6 (n=30) e 7-18 (n=27); ou de acordo com a classificação clínica em (D), (E) e (F) como 
assintomáticos (n=21) ou sintomáticos (n=69). O soro de cães de área não endêmica foi utilizado 
como grupo controle (n=15). Ensaios realizados em duplicata para cada amostra. ELISA realizado 
com antígeno bruto da cepa de L. infantum IOC/L3128 (MCAN/BR/2009/BOB-FÍGADO). Barras 
indicam média ± erro padrão. Resultados significativos (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001. 
ANOVA com pós teste de Tukey. 
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4.4 Padronização dos Ensaios de Quantificação Parasitária por 

qPCR 

A fim de quantificar a carga parasitária por PCR quantitativa em tempo real 

(qPCR) foram utilizados genes direcionados para amplificação da subunidade 18S 

do rRNA de Leishmania sp. (ssrRNA) e um direcionado para amplificação do gene 

constitutivo de cão hipoxantina fosforibosiltransferase (HPRT). Os ensaios foram 

padronizados e as curvas padrão para a quantificação foram definidas com 

coeficientes de variação (R2) de 0,966 e 0,943, respectivamente (Figura 4.5). A 

curva padrão para o gene HPRT compreendeu seis pontos de diluição seriada e 

para o gene ssrRNA oito pontos (Figuras 4.5 e 4.6A e B). As temperaturas da curva 

de dissociação foram 74,0oC e 79,0oC para os genes HPRT e ssrRNA, 

respectivamente (Figura 4.6C). Das amostras coletadas foi possível quantificar a 

carga parasitária de 88 amostras de baço e 70 amostras de fígado. 
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Figura 4.5 Curvas padrão utilizadas como referência para a quantificação parasitária 

em amostras de cães naturalmente infectados com Leishmania infantum. (A) Curva 

construída com diluição seriada de DNA de células mononucleares de sangue 

periférico (CMSP) de cão para o gene HPRT. (B) Curva construída com diluição seriada 

de DNA de L. infantum para o gene ssrRNA de Leishmania sp. Ct (cycle trheshold): 

número de ciclos de PCR em que é detectada a máxima fluorescência. 
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Figura 4.6 Curvas padrão no ensaio de PCR em tempo real. (A) Gráfico de amplificação de 5 
diluições seriadas do DNA de células caninas para o gene HPRT; (B) Gráfico de amplificação 
de 7 diluições seriadas do DNA de promastigotas de L. infantum  para o gene ssrRNA; (C) 
Picos da curva de dissociação para o amplicon de HPRT (74,0oC) e para o amplicon de 
ssrRNA (79,0oC). 
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4.5  Carga Parasitária no Baço e Fígado de Cães Naturalmente 

Infectados com Leishmania infantum  

A carga parasitária no baço foi maior do que no fígado (Figura 4.7). O 

agrupamento dos animais de acordo com a avaliação clínica mostra que essa 

diferença se deve principalmente aos animais sintomáticos (Figura 4.8). Assim, 

tanto animais com escore clínico mais baixo (Figura 4.8A, p < 0,05) quanto os 

animais sem sinais (Figura 4.8B, p < 0,01) apresentaram menor carga parasitária no 

baço. No fígado não observamos alterações quanto à classificação clínica (Figuras 

4.8 C e D). Foi observada fraca correlação positiva entre os dois tecidos (r² = 

0,2174) independente da classificação clínica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.7 Carga molecular parasitária no fígado e baço de cães 

naturalmente infectados com Leishmania infantum. PCR em tempo 

real para o gene ssrRNA de Leishmania sp. Concentração inicial 

de DNA normalizada pelo gene constitutivo HPRT. As barras 

indicam média ± erro padrão. (**) p < 0,01, teste Mann Whitney.  
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Considerando-se que os sinais clínicos podem ser resultado de fatores 

incontroláveis, como co-infecções, estado nutricional e outros distúrbios, os animais 

foram divididos de acordo com a carga parasitária. Assim, dois grupos foram 

encontrados para cada tecido analisado. Grupo com baixa (baixaB, n = 46) e grupo 

com alta (altaB, n = 42) carga parasitária no baço variando de 6,3x100 a 5,42 x 105 e 

1,14 x 106 a 8,92x108, respectivamente. No fígado, o grupo com baixa carga 

parasitária (baixaF, n = 31) variou entre 1,82 x 101 e 4,30 x 103 e o grupo com alta 

(altaF, n = 39) variou de 6,23 x 103 a 2,11x109 (Tabela 4.6). Esse agrupamento foi 

corroborado pela avaliação por microscopia da presença de amastigotas nos 

tecidos, como será mostrado mais adiante. 

 

 

Figura 4.8 Carga parasitária molecular no fígado e baço de cães naturalmente infectados com 
Leishmania infantum de acordo com a classificação clínica. Carga molecular parasitária no baço (A e 
B). Carga parasitária molecular no fígado (C e D). PCR em tempo real para o gene ssrRNA de 
Leishmania sp. Concentração inicial de DNA normalizada pelo gene constitutivo HPRT. As barras 
indicam a média ± erro padrão. (**) p < 0,01 e (*) p < 0,05. ANOVA com pós teste de Tukey para três 
grupos clínicos. Teste Mann Whitney para dois grupos clínicos. 
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Tabela 4.6 Grupos de estudo de acordo com a carga parasitária molecular no baço e fígado 

Grupo de carga molecular 
parasitária/tecido (n)  

Número de parasitos / 1,0 x 106 células 

Min  Max Média  

Baixa/baço  (61)  6,3 x 100 5,42 x 105 5,76 x 104 

Alta/baço (27) 1,14 x 106 8,92 x 108 9,46 x 107 

Baixa/fígado  (31)  1,82 x 101 4,30 x 103 1,22 x 103 

Alta/fígado (39) 6,23 x 103 2,11x109 5,87 x 107 

n – número de animais; Min – valor mínimo; Max – valor máximo 

 

No que diz respeito à carga parasitária molecular pareada, ou seja, a carga 

no baço e fígado do mesmo animal, pode-se inferir que a diferença entre os tecidos 

está nos animais com maior sintomatologia (Figura 4.9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.6  Correlação entre a Carga Parasitária e a Resposta Imune 

Humoral  

Os títulos médios de anticorpos IgG anti-Leishmania no grupo baixaB (OD de 

0,966 ± 0,403 SD) e no grupo altaB (OD 1,121 0,257 ± DP) foram semelhantes 

(Figura 4.11A), bem como os títulos de IgM OD 0,630 ± DP 0,407 e 0,713 OD ± DP 

0,507, para baixaB e altaB, respectivamente (Figura 4.11B). No entanto, houve 

diferença nos valores obtidos pelo teste rápido DPP®LVC entre grupos altaB e 

baixaB (p < 0,0001), com diferença mais marcante em relação ao grupo controle 

para os animais do grupo altaB (Figura 4.11C). A razão entre os valores de 

reflectância da banda teste e da banda controle obtidos na leitura do DPP®LVC é 

Figura 4.9 Carga molecular parasitária pareada nos tecidos de cães naturalmente infectados com 

Leishmania infantum. Carga parasitária pareada entre animais classificados como assintomáticos (A) ou 

sintomáticos (B). (***) p < 0,001, teste t pareado. 
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maior nos animais com maior carga molecular parasitária esplênica (Figura 4.12A) e 

tem correlação direta com a carga (Figura 4.12B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.10 Resposta humoral específica em cães naturalmente 

infectados por Leishmania infantum com alta e baixa carga 

molecular parasitária no baço. Títulos de IgG total (A) e de IgM total 

(B) e valores de reflectância no teste DPP®LVC (C) em animais 

com baixa (n = 60) ou alta (n = 27) carga molecular parasitária no 

baço. O soro de cães de área não endêmica foi utilizado como 

grupo controle (n=15). ELISA realizado em duplicata para cada 

amostra com antígeno bruto da cepa de L. infantum IOC/L3128 

(MCAN/BR/2009/BOB-FÍGADO). Valores de reflectância foram 

determinadas pelo teste DPP®LVC. As barras horizontais indicam 

os valores médios. A linha pontilhada indica o cut-off, 0,549 para 

IgG e IgM para 0,645. (***) p <0,0001; (**) p <0,001, ANOVA com 

pós teste de Tukey. 
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4.7  Aspectos Histopatológicos de Cães Naturalmente Infectados 

A organização do tecido esplênico foi acessada e o papel potencial do 

parasita neste contexto analisada em 59 animais infectados. No geral, uma intensa 

inflamação (periesplenite), presença de granulomas em diferentes estágios de 

maturação, linfoblastos, plasmócitos, neutrófilos e macrófagos foram observados 

(Tabela 4.7 e Figura 4.13).  

Figura 4.11 Resposta humoral pelo teste DPP®LVC 
de acordo com a carga molecular parasitária 
esplênica. Títulos de IgG foram detectados em 92 
cães naturalmente infectados por Leishmania 
infantum pelo teste rápido DPP®LVC. Carga 
parasitária determinada por qPCR em 88 cães. (A) 
Animais separados em grupos com baixa e alta carga 
parasitária esplênica. As barras sólidas indicam os 
valores medianos de reflectância. (B) Correlação 
entre os valores de reflectância e a carga parasitária. 
(***) valor p < 0,001, Mann-Whitney U test. p < 0,05 
indica correlação significativa, teste de correlação de 
Pearson. 
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O rompimento da arquitetura esplênica foi caracterizado pela organização da 

polpa branca, em que 22 dos 59 apresentaram polpa branca bem organizada, sendo 

17 (28,8%) cães com baixa carga molecular parasitária e apenas 5 (8,5%) com alta 

(p < 0,01).  

Por outro lado, 37 dos 59 apresentaram polpa branca com moderada a 

extensa desorganização, sendo 16 (27,1%) e 21 (35,6%) animais de baixa e alta 

carga parasitária molecular, respectivamente (p = 0,015; odds ratio = 4,463, teste 

exato de Fisher). Consideravelmente, a observação direta do número de 

amastigotas no compartimento subcapsular e na polpa vermelha corroborou a carga 

parasitária obtida por qPCR (Tabela 4.7). 

 

Tabela 4.7 Histopatologia esplênica em cães naturalmente infectados por Leishmania infantum com 

baixa (n=33) e alta (n=26) carga parasitária. 

 

 

 

 

 

Parâmetros 
Carga Parasitária Molecular no Baço  

Baixa 
% (n/t) 

Alta 
% (n/t) 

Valor P 

Campos 
positivos 

subcapsular* 57,6 (19/33) 92,3 (24/26) 0,032 

polpa vermelha* 63,6 (21/33) 92,3 (24/26) 0,0032 

Polpa branca organizada* 51,5 (17/33) 19,2 (5/26) 
0,01 

 desorganizada* 48,5 (16/33)  80,7 (21/26) 

Periesplenite ausência - baixo 75,0 (24/32) 62,2 (18/26) 
0,769 

médio - alto 25,0 (8/32) 30,8 (8/26) 

Granuloma ausência 78,8 (26/33) 61,5 (16/26) 
0,162 

presença 21,2 (7/33) 38,5 (10/26) 

Linfoblastos ausência - baixo 30,3 (10/33) 15,4 (4/26) 
0,227 

médio - alto 69,7 (23/33) 84,6 (22/26) 

Plasmócitos ausência - baixo 39,4 (13/33) 19,2 (5/26) 
0,154 

médio - alto 60,6 (20/33) 80,8 (21/26) 

Neutrófilos ausência - baixo 60,6 (20/33) 53,8 (14 /26) 
0,791 

médio - alto 39,4 (13/33) 46,2 (12 /26) 

Macrófagos ausência - baixo 36,4 (12/33) 61,5 (16/26) 
0,069 

médio - alto 63,6 (21/33) 38,5 (10/26) 

(*) p valor estatisticamente significativo. Teste exato de Fisher. n – número de animais com a 
condição; t – número total de animais do grupo 
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O tecido hepático foi avaliado em 66 animais. Os achados histopatológicos 

revelaram presença intensa de infiltrado inflamatório no espaço porta e difundido no 

parênquima em animais com mais parasitos, assim como a presença de granulomas 

e degeneração dos hepatócitos (Figura 4.14). Assim como mostrado no tecido 

esplênico, a observação direta do número de amastigotas no compartimento 

hepático corroborou a carga parasitária obtida por qPCR no mesmo tecido (Figura 

4.15A). A ocorrência do granuloma e do infiltrado está mais intensa nos animais com 

maior carga parasitária, a degeneração tende a ser relacionada à quantidade de 

parasitos (Figura 4.15B-E). 

 

 

Figura 4.12 Achados histopatológicos no baço de cães naturalmente infectados por 

Leishmania infantum. (A) Polpa branca organizada com folículo bem formado; (B) Polpa 

branca moderadamente desorganizada, caracterizada pela polpa branca ainda evidente, 

mas com regiões fracamente individualizadas ou indistintas; (C) Polpa branca 

desorganizada, sem distinção dos compartimentos; (D, E e F) periesplenite evidenciada 

pela presença intenso infiltrado inflamatório na região sub-capsular; (G, H) Amastigotas 

intracelulares (setas); (I) Granuloma. HE, Barra de escala de 10 µm. Aumento 200X (A – 

F e I) e 1000X (G e H). 
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4.13 Achados histopatológicos no fígado de cães naturalmente infectados por Leishmania 

infantum. Infiltrado inflamatório difuso no parênquima hepático (A); (B) Infiltrado inflamatório ao 

redor da veia centro lobular com presença de granuloma (seta); (C) Degeneração dos 

hepatócitos (seta); (E e F) Granuloma bem formado; (F) Amastigotas intracelulares (seta). HE, 

Barra de escala de 25 µm (A–D); 10 µm (E e F). Aumento 200X (A – D), 400X (E) e 1000X (F). 
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4.8  Correlação entre a Carga Parasitária e a Resposta Imune Celular 

Foi observada uma grande variabilidade na expressão de citocinas entre os 

grupos clínicos. O padrão de alta e baixa expressão de IFNγ, IL-10, IL-12, IL-27, IL-

Figura 4.14 Carga parasitária hepática e achados histopatológicos no fígado de 

animais naturalmente infectados com Leishmania infantum. (A) Correlação entre a 

quantificação realizada por PCR em tempo real e a contagem de amastigotas no 

tecido hepático. Porcentagem de campos positivos em função da presença de 

granulomas (B); do infiltrado inflamatório no espaço porta (C) e no parênquima (D) e 

do grau de degeneração hepática (E). As barras indicam média ± erro padrão. Em (A) 

p < 0,05 indica correlação significativa, teste de correlação de Pearson. Em B, C e D 

(**) p < 0,01; (*) p < 0,05. ANOVA com pós teste de Tukey. 
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6, TGFβ e TNF não foi uniforme entre os grupos clínicos, desta forma não foi 

possível correlacionar a expressão de nenhuma dessas moléculas à evolução clínica 

(Figura 4.16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A análise individual entre a expressão gênica de citocinas e a carga molecular 

parasitária revelou fraca correlação negativa para ambas as citocinas pró-

inflamatórias: IFNy (r = 0,080, p = 0,014), IL-12 (r = 0,111, p = 0,003), IL-6 (r = 0,089, 

p = 0,009) e TNF (r = 0,231, p <0,001); e anti-inflamatórias: IL-10 (r = 0,099, p = 

0,006), TGFβ (r = 0,028, p = 0,145) (Figura 4.17).  Uma vez que o principal interesse 

é determinar o papel do parasita na resposta à infecção, a expressão das citocinas 

foi analisada pela ótica da carga parasitária molecular, que consideramos ser uma 

análise mais consistente como já apresentado. Assim, no baço, foi observada menor 

expressão de alguns transcritos nos cães com maior carga parasitária molecular 

(Figura 4.18). Os valores relativos de expressão desses transcritos para os grupos 

com baixa e alta carga parasitária molecular foram, respectivamente: IL-12 (0,169 ± 

0,224 e 0,067 ± 0,048, p = 0,007), IFNy (0,330 ± 0,165 e 0,257 ± 0,113, p = 0,059), 

TNF (0,239 ± 0,145 e 0,105 ± 0,048 , p = 0,00), IL-6 (0,262 ± 0,193 e 0,136 ± 0,096, 

p = 0,00) e IL-10 (0,480 ± 0,198 e 0,372 ± 0,081, p = 0,003). Não houve diferenças 

significativas na expressão gênica de IL-27 (0,009 ± 0,033 e 0,013 ± 0,047, p = 

0,358) e TGFβ (0,348 ± 0,154 e 0,293 ± 0,140, p = 0,149).  

Figura 4.15 Mapa de intensidade de expressão gênica de citocinas nos animais com baixo 

(0-2), médio (3-6) ou alto (7-18) escore clínico. Expressão gênica determinada por PCR em 

tempo real com valores normalizados para os genes constitutivos HPRT e RP32. Vermelho 

– alta expressão; verde – baixa expressão. 
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4.9  Resposta Imune Hepática 

Inicialmente a análise de expressão gênica nas amostras de fígado foi 

realizada por qPCR. Nesta análise, foram avaliados os genes IFNγ, IL-10, IL-6, IL-

12, TGFβ e TNF e não foi observada diferença entre os grupos com diferente carga 

Figura 4.16 Correlação da expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias e reguladoras/anti-

inflamatórias com a carga parasitária esplênica. Análises ex-vivo dos níveis de mRNA no baço de cães 

infectados com Leishmania infantum detectado por qPCR para o gene ssrRNA de Leishmania sp. 

Valores de expressão gênica normalizados para os genes constitutivos HPRT e RP32. Para os valores 

de carga parasitária, o gene HPRT para DNA canino foi utilizado para normalizar as concentrações 

iniciais de DNA em cada amostra. p < 0,05 indica correlação significativa, teste de correlação de 

Pearson. 

Figura 4.17 Expressão gênica de citocinas no baço de cães naturalmente infectados com Leishmania 

infantum. Análise ex-vivo por qPCR dos níveis de mRNA baço de cães classificados de acordo com a 

carga parasitária esplênica em baixa ou alta. Valores de expressão gênica normalizados para os genes 

constitutivos HPRT e RP32. Para os valores de carga de parasita, o gene HPRT para DNA canino foi 

utilizado para normalizar as concentrações iniciais de DNA em cada amostra. (.) p <0,05; (**) p <0,01, 

teste-T não paramétrico com 1,000 permutações. 
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parasitária molecular. Houve fraca correlação positiva entre a carga e à expressão 

da IL-6 no fígado (Figura 4.19). Posteriormente, utilizou-se a técnica de PCR 

multiplex em tempo real (multiplex qPCR) através do sistema Biomark de 

microfluídica (Fluidigm®). Utilizando esse sistema, foi possível analisar 

simultaneamente 86 genes alvo e seis genes constitutivos nas 90 amostras, 

totalizando 8.280 reações em algumas horas. Além da vantagem do tempo, pode-se 

utilizar uma quantidade menor de amostra e de reagentes, em comparação à qPCR. 

A análise multiplex dos genes revelou maior expressão de CCL2 (p = 0,008), CXCL8 

(p = 0,046) e MAP4K4 (p = 0,039) em animais com maior carga parasitária molecular 

no fígado (Figuras 4.19 e 4.20). Nos demais genes analisados (ANEXO II) não foi 

observada diferença quanto ao agrupamento por carga molecular parasitária.  
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Figura 4.18 Correlação entre a expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias e reguladoras/anti-inflamatórias e a carga parasitária 

molecular no fígado de cães naturalmente infectados com Leishmania infantum. Valores de expressão gênica normalizados para os genes 

constitutivos HPRT e RP32. Para os valores de carga parasitária, o gene HPRT para DNA canino foi utilizado para normalizar as 

concentrações iniciais de DNA. p < 0,05 indica correlação significativa, teste de correlação de Pearson. 
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A expressão gênica de citocinas no baço foi menor do que no fígado. Esse 

padrão se manteve, independente da carga parasitária molecular ser maior ou 

menor no fígado (Figura 4.21). A organização da polpa branca do baço não 

dependeu da carga parasitária molecular pareada. No entanto, quando a carga foi 

maior no fígado, houve maior número de granulomas hepáticos (Tabela 4.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CCL2                      CXCL8                      MAP4K4 

Figura 4.19 Análise ex-vivo por qPCR multiplex dos níveis 

de mRNA no fígado de cães infectados com Leishmania 

infantum. Os cães foram classificados de acordo com a 

carga parasitária hepática como baixa ou alta. Os valores 

de expressão de mRNA de citocinas estão normalizados 

em relação à expressão dos genes HPRT e RP32. Para os 

valores de carga de parasita, o gene HPRT para DNA 

canino foi utilizado para normalizar as concentrações 

iniciais de DNA em cada amostra. (*) p <0,05; (**) p <0,01 

teste-T não paramétrico com 1,000 permutações. 

Figura 4.20 Expressão de citocinas no fígado e baço de cães naturalmente infectados com 

Leishmania infantum. Valores de expressão gênica normalizados para os genes constitutivos HPRT 

e RP32. (***) p < 0,001, teste t pareado.  
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Tabela 4.8 Achados histopatológicos no baço e fígado de cães naturalmente infectados com 

Leishmania infantum e sua relação com a carga molecular parasitária tissular. Os animais foram 

divididos quanto a relação entre a carga parasitária do baço/fígado do mesmo animal estava maior no 

fígado (Fígado > Baço) ou menor no fígado (Fígado < Baço). 

 

**Valor P estatisticamente significativo, teste exato de Fisher. 

 

4.10 Caracterização das Populações e Genótipos de L. infantum 

através da Análise do Polimorfismo de Microssatélites  

A partir do painel de 14 marcadores de microssatélites foi possível determinar 

a estrutura genética e a diversidade em 31 amostras de tecidos de cães infectados e 

em seis cepas isoladas de alguns desses cães. Foram incluídas amostras com no 

máximo três dados perdidos (missing data). Além disso, foi considerado nesse 

estudo o resultado da análise dos mesmos marcadores em 173 cepas de L. infantum 

de outros estados brasileiros e do Paraguai (Ferreira et al., 2012), para possibilitar a 

identificação da(s) população(ões) representada(s) pelas amostras do presente 

estudo. 

4.10.1 Análise da Diversidade Alélica dos Marcadores de 

Microssatélites 

Nesta análise foram selecionadas 51 amostras provenientes apenas do Mato 

Grosso. Dentre elas foram incluídas as 37 tipadas neste estudo somadas a 14 

selecionadas das 173 analisadas anteriormente (Ferreira et al., 2012). Foram 

escolhidas 14, por serem provenientes do Mato Grosso. 

Foram observados nove marcadores monomórficos (T, B, C, F, Q, R, S, K, I) 

e cinco polimórficos (L, M, E, G, P). Apesar do alto número de marcadores 

monomórficos, o número de alelos variou de um a seis. Os marcadores L e M foram 

os mais polimórficos, com 6 e 3 alelos, respectivamente. Os marcadoes E, G e P 

  Carga Molecular Parasitária Pareada 

Parâmetros  
Fígado > Baço 

n 

 
Fígado < Baço 

n 
Valor P 

Polpa branca esplênica organizada 2/9 14/40 
0,698 

desorganizada 7/9 26/40 

Granuloma hepáticos**  ausente 2/12 33/49 
0,002 

presente 10/12 16/49 
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apresentaram apenas 2 alelos. Foi observada alta predominância de um 

determinado alelo para todos os marcadores polimórficos (Figura 4.22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.10.2 Heterozigosidade 

Nas análises de heterozigosidade, foram selecionadas as mesmas 51 

amostras citadas acima. Em todos os loci polimórficos, a heterozigosidade 

observada (Ho) foi menor do que a esperada (He) (Tabela 4.9) indicando um déficit 

de heterozigostos na amostragem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em cinco marcadores (L, M, E, P e I) foram identificadas amostras com dois 

picos sugestivos de infecção mista ou da presença de heterozigotos (Figura 4.23). A 

partir daqui, estas amostras serão chamadas de picos duplos. No total, oito cepas e 
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Figura 4.21 Distribuição de alelos nos marcadores de 

microssatélites em tecidos e cepas de cães infectados com 

Leishmania infantum. L – Lm2TG; M – Lm4TA; E – Li22-35; G – 

Li45-24; P – LI71-33.   

Locus He Ho

L 0,243 0,184

M 0,308 0,235

E 0,061 0,021

G 0,149 0,000

P 0,142 0,065

Global 0,181 0,101

Tabela 4.9 Heterozigosidade observada 
(Ho) e esperada (He) em tecidos e cepas 
de cães infectados com Leishmania 
infantum nos marcadores de 
microssatélites. L – Lm2TG; M – Lm4TA; E 
– Li22-35; G – Li45-24; P – Li71-33. 
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dez amostras de tecido apresentaram picos duplos em um ou mais marcadores. 

Especificamente, desses 18 DNAs, 11 apresentaram apenas um marcador com pico 

duplo, quatro apresentaram dois marcadores com picos duplos e três amostras 

apresentaram três marcadores com esta característica. Considerando os DNAs 

pareados (amostra de tecido e sua respectiva cepa), foram observados quatro pares 

discrepantes (Tabela 4.10). 

 

Tabela 4.10 Amostras pareadas que mostraram perfis distintos na análise de microssatélites. 

Amostra 
Marcador 

Alelo 1     Alelo 2 

  L 

cão 257 (tecido baço) 142 142 

cão 257 (cepa isolada da medula óssea -  IOC/L3219) 142 146 

 
E 

cão 244 (tecido baço) 97 97 

cão 244 (cepa isolada da ascite -  IOC/L3207) 97 99 

 
P 

cão 244 (tecido baço) 106 108 

cão 244 (cepa isolada da ascite -  IOC/L3207) 108 108 

 
M 

cão 244 (tecido baço) 76 80 

cão 244 (cepa isolada da medula óssea -  IOC/L3212) 76 80 

cão 244 (cepa isolada do baço -  IOC/L3213) 80 80 

IOC/L - código da cepa depositada na Coleção de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz 
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4.10.3 Grupos de Genótipos 

Na análise dos genótipos foram consideradas as 51 amostras, como 

anteriormente. De acordo com as análises, foram identificados 23 genótipos (G) 

(Tabela 4.11) sendo 18 genótipos únicos. As amostras que apresentaram as 

genotipagem idênticas foram agrupadas no mesmo tipo, assim, foram denominados 

como “tipo” os genótipos que são compartilhados por mais de uma amostra.  

Na cidade de Cuiabá foi observada a ocorrência de 13 genótipos únicos, e 

três compartilhados. Em Rondonópolis, ocorreram três únicos e dois compartilhados, 

sendo um deles (tipo 5) exclusivo desta região. E no município de Barra do Garças, 

um genótipo único e um genótipo compartilhado (tipo 19) exclusivo desta região  

(Figura 4.24).  

 

 

 

 

Figura 4.22 Padrão dos picos de marcadores de microssatélies nas 

amostras de tecido de cães naturalmente infectados com Leishmania 

infantum. (A) Picos duplos, sugestivos de infecção mista ou presença de 

heterozigoto; (B) Pico único característico de amostras homozigotas. 

Imagens obtidas no programa PeakScanner®. Marcador Li71-33 (P). 
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4.10.4 Análise das Populações Genéticas definidas pelos 

Marcadores de Microssatélites 

Nesta análise foram incluídas 210 amostras, 37 analisadas neste estudo 

somadas às 173 analisadas anteriormente por nosso grupo (Ferreira et al., 2012) 

que indicou a presença de pelo menos três populações de L. infantum circulando no 

Brasil. 

O número de grupos foi determinado a partir da análise hierárquica, que 

consistiu na busca do valor de K no qual os valores de Q se mostraram mais 

uniformemente distribuídos. Assim, pela análise hierárquica, entre os valores de K 

Figura 4.23 Distribuição geográfica dos genótipos de L. infantum. (A) Mapa do 

Brasil e (B) mapa do Mato Grosso com indicação do local de coleta das amostras. 

(C) Mapa dos municípios de coleta das amostras. Os gráficos em pizza indicam os 

genótipos compartilhados encontrados na região e os pontos azuis indicam os 

genótipos únicos. (D) Mapa em relevo da região mostrada em C, com indicação 

de distância em Km. 
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de 2 a 15, foi definido o valor 3 como o que ocorreu o melhor pareamento das 

amostras, portanto foi considerada a ocorrência de 3 populações (Figura 4.25).  

A maioria amostras de tecido analisadas foram agrupadas na mesma 

população (POP 2), não havendo influência do agrupamenteo nas características 

fenotípicas do cão analisadas, como sintomatologia e carga parasitária. Apenas um 

cão foi agrupado na POP 3.  

Considerando-se o pareamento de amostras do mesmo animal, apenas uma 

amostra mostrou discrepância no agrupamento sendo classificadas em populações 

distintas. A amostra de baço do animal 256 com sintomatologia evidente da doença 

foi agrupada na POP 2 e sua cepa pareada isolada do baço (IOCL3217) se 

apresentou 66,5% na POP 3 e 32,3% na POP 1. 

Na POP 2 foram identificados 21 genótipos, sendo 16 únicos, para as 

amostras de tecido e as cepas pareadas isoladas dos mesmos cães. Na POP 1 e na 

POP 3 foi identificado apenas um genótipo único em cada população, genótipos 8 e 

20, respectivamente. Na POP 2 existem 5 tipos: o tipo 1 engloba 23 amostras, o tipo 

2 engloba 2 amostras, os tipos 3 e 4 englobam 3 amostras cada um e o tipo 5 que 

engloba 2 amostras (Tabela 4.11). 

Na rede filogenética (Figura 4.26) podem ser observados os genótipos únicos 

encontrados em cada população bem como os tipos agrupando mais de uma 

amostra. De forma geral foi observado que a maioria das amostras da POP 1 foram 

agrupadas, bem como as das populações 2 e 3. Entretanto não observamos 

significado estatístico no agrupamento (baixo valor de bootstrap). 
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Figura 4.24 Estrutura estimada da população de Leishmania infantum inferida pelo programa STRUCTURE com base na amplificação de 14 marcadores de 
microssatélitres de 210 amostras de cepas e tecidos caninos.  Os gráficos de barras foram gerados utilizando o programa Excel a partir da distribuição dos valores 
alinhados de Q para os diferentes valores de K. Segundo análise hierárquica o numero mais provável de populações é 3. 
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Tabela 4.11 Descrição do grupo de amostras analisadas nos ensaios de microssatélites  

Código 
animal 

Tipo amostra IOC/L Código Internacional 
Município 

(MT) 
Bairro G 

POP 
(k=3)*   

110 cepa medula óssea 3131 MHOM/BR/2009/DAIANE-MO C 
Nova Esperança 

III 
1 2 

121 cepa fígado 3134 MCAN/BR/2009/GRANDÃO I R Carlos Bezerra 2 2 

122 cepa medula óssea 3136 MCAN/BR/2009/PATETA R Iguaçu 3 2 

- cepa fígado 3211 MCAN/BR/2010/CALSITO II C Monte Líbano 6 2 

256 cepa baço 3217 MCAN/BR/2010/256 I C CPA 2 8 3 

257 cepa medula óssea 3219 MCAN/BR/2010/TITÃ I C Gamaliel 9 2 

- cepa baço 3224 MCAN/BR/2010/GREG C Alvorada 10 2 

105 tecido baço - - B Anchieta 12 2 

107 tecido baço - - C Flor do Cerrado 13 2 

118 tecido baço - - VG Nova Fronteira 14 2 

221 tecido baço - - C Alto da Glória 16 2 

239 tecido baço - - C Jockey Clube 17 2 

244 tecido baço - - C Nova Esperança I 18 2 

253 tecido baço - - C Jardim Vitória 19 2 

265 tecido baço - - C Alvorada 20 1 

282 tecido baço - - C Carumbi 21 2 

244 cepa ascite 3207 MCAN/BR/2010/LEAO III C Nova Esperança I 22 2 

- cepa medula óssea 3137 MCAN/BR/2009/SOL R Jardim Gramado 23 2 

104 tecido baço - - B CPA4 tipo 19 2 

104 cepa fígado 3128 
MCAN/BR/2009/BOB-

FÍGADO 
B CPA4 tipo 19 2 

104 cepa baço 3129 MCAN/BR/2009/BOB-BAÇO B CPA4 tipo 19 2 

231 tecido baço - - C Gamaliel tipo 2 2 

231 cepa medula óssea 3173 MCAN/BR/2009/BRONCRIS C Gamaliel tipo 2 2 

110 tecido baço - - C 
Nova Esperança 

III 
tipo 20 2 

226 tecido baço - - C Gamaliel tipo 20 2 

227 tecido baço - - C Alto da Glória tipo 20 2 

237 tecido baço - - C Gamaliel tipo 20 2 

240 tecido baço - - C Alto da Serra tipo 20 2 

241 tecido baço - - C Jardim Umuarama tipo 20 2 

243 tecido baço - - C Santa Cruz tipo 20 2 

248 tecido baço - - C Dom Aquino tipo 20 2 

254 tecido baço - - C Ouro Fino tipo 20 2 

255 tecido baço - - C Gamaliel tipo 20 2 

256 tecido baço - - C CPA 2 tipo 20 2 

257 tecido baço - - C Gamaliel tipo 20 2 

261 tecido baço - - C Bela Vista tipo 20 2 

283 tecido baço - - C Centro América tipo 20 2 

291 tecido baço - - C Planalto tipo 20 2 

240 cepa medula óssea 3202 MCAN/BR/2010/AKIRA I C Alto da Serra tipo 20 2 

- cepa baço 3208 MCAN/BR/2010/ZEUS C Goiabeira tipo 20 2 

252 cepa baço 3213 MCAN/BR/2010/DIMY II C Campo Velho tipo 20 2 

261 cepa fígado 3226 MCAN/BR/2010/CHITARA II C Bela Vista tipo 20 2 

- 
cepa medula óssea 3227 MCAN/BR/2010/MAGRÃO C 

Jardim Vista 
Alegre 

tipo 20 2 
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122 tecido baço - - R Iguaçu tipo 20 2 

129 tecido baço - - R Jardim Primavera tipo 20 2 

- cepa medula óssea 3138 MCAN/BR/2009/BRONCRIS R Jardim Itapuã tipo 20 2 

245 tecido baço - - C Jardim Vitória tipo 3 2 

252 tecido baço - - C Campo Velho tipo 3 2 

252 cepa medula óssea 3212 MCAN/BR/2010/DIMY I C Campo Velho tipo 3 2 

121 tecido baço - - R Carlos Bezerra tipo 5 2 

121 cepa fígado 3135 MCAN/BR/2009/GRANDÃO II R Carlos Bezerra tipo 5 2 

IOC/L código da cepa depositada na Coleção de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz     

MHOM indica cepa isolada de hospedeiro humano e MCAN isolada de hospedeiro canino; BR: indica cepa isolada no Brasil 

MT: estado de coleta das amostras Mato Grosso.         

Município de coleta das amostras: Barra do Garças (B); Cuiabá (C); Rondonópilos (R) e Várzea Grande (VG)     

G: genótipo             

*POP: população. Classificação de acordo com Ferreira et al. (2012)         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.25 Rede filogenética construída no programa SplitsTree entre os genótipos de Leishmania 

infantum aplicando-se os valores da matriz de distância. Genótipos idênticos para os 14 marcadores 

de microssatélites foram agrupados e estão representados por “tipos”.   
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4.11 Infectividade In Vitro das Cepas Geneticamente 

Distintas 

 Foram selecionadas nove cepas com análise genética previamente 

determinada (Ferreira et al., 2012). Cinco cepas provenientes de Cuiabá (MT) e 

quatro provenientes de Campo Grande (MS) (Tabela 4.12). Foi observada 

maior taxa de infecção da POP 1 (24,4 ± 6,3) e da POP 2 (20,0 ± 5,6) em 

relação a POP3 (14,1 ± 4,1).  No entanto esse perfil não se manteve nas 48 e 

72 horas (Figura 4.27 A). Da mesma forma, o número médio de amastigotas 

por célula infectada foi maior nas cepas da POP 1 (0,5) e da POP 2 (0,5) em 

relação a POP 3 (0,4) nas 24 horas de infecção (Figura 4.27 B). No período 

total estudado, o número médio de amastigotas nas 400 células contadas por 

condição, foi 186,1 na POP 1, 201,1 na POP 2 e 156,1 na POP 3 (Figura 4.28). 

Os pontos polares da infecção dos macrófagos estão representados (Figura 

4.29).  

Tabela 4.12 Descrição das cepas analisadas 

População IOC/L Código Internacional Local de origem 

  3131 MCAN/BR/2009/DAIANE-MO Cuiabá / MT 

POP 1 3217 MCAN/BR/2010/256 I Cuiabá / MT 

  3033 MCAN/BR/2007/CG-1 Campo Grande / MS 

  3202 MCAN/BR/2010/AKIRA I 

Cuiabá / MT POP 2 3208 MCAN/BR/2010/ZEUS 

  3226 MCAN/BR/2010/CHITARA II 

  2651 MHOM/BR/2003/MAM 

Campo Grande / MS POP 3 3035 MCAN/BR/2007/CG-2 

  2664 MCAN/BR/2002/LVV-135 
*POP: população. Classificação de acordo com Ferreira 
et al. (2012)       

IOC/L código da cepa depositada na Coleção de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz 

MHOM indica cepa isolada de hospedeiro humano e MCAN isolada de hospedeiro canino 

 BR: indica cepa isolada no Brasil   

Estado de coleta das amostras Mato Grosso (MT) e Mato Grosso do Sul (MS). 
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Figura 4.26 Indice de infecção (A) e percentual de células 
infectadas (B) com cepas de L. infantum. As cepas foram 
agrupadas em três populações geneticamente distintas (Ferreira et 
al., 2012).  

Figura 4.27 Número médio de amastigotas por 400 
células DH82. As cepas de Leishmania infantum 
foram agrupadas em três populações geneticamente 
distintas (Ferreira et al., 2012). 
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A B 

Figura 4.28 Infeção de macrófagos da linhagem DH82 por cepas geneticamente distintas de L. 
infantum. Cepas classificadas como POP 1 (A) e POP 3 (B). Microscópio óptico, 400X, barra de 
calibração 10µm. 
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5. DISCUSSÃO 

O presente estudo é uma avaliação transversal de noventa e dois cães com 

infecção natural por L. infantum. O grupo de animais é heterogêneo, o que 

reflete a realidade das populações canina e humana (considerando o cão como 

um modelo). Foi reunida uma série de dados que, em conjunto, mostram que 

na região estudada a Leishmanise Visceral Canina é causada por uma 

população de parasitos geneticamente homogênea não tendo sido observada 

nenhuma correlação entre genótipos específicos do parasito e o fenótipo da 

infecção canina. Uma parte dos resultados gerados foi submetida à publicação 

(ANEXO V). Embora ex vivo não tenha sido observada associação entre as 

populações genéticas do parasita e os caracteres clínicos, os dados gerados 

pelos ensaios in vitro sugerem que há diferenças na infectividade entre cepas 

com genótipos de microssatélites distintos.  

5.1  Apresentação Clínica da LVC e Confirmação Diagnóstica 

A apresentação clínica da LVC varia amplamente. Os diversos sinais 

clínicos observados durante o presente estudo confirmam as observações já 

descritas previamente (Ferrer; Quinnell, Courtenay, Shaw, et al., 2001; 

Sanchez et al., 2004; Manna et al., 2009; Coura-Vital et al., 2011; Michelin et 

al., 2011). Observou-se o predomínio de alterações cutâneas, como mostrado 

em outros estudos (Lima et al., 2004; Xavier et al., 2006). Essa variabilidade da 

apresentação clínica é interpretada distintamente entre autores, levando a 

classificações não uniformes. Para este trabalho, os animais foram avaliados 

de acordo com duas metodologias, o que mostrou que os critérios escolhidos 

podem alterar significativamente os resultados dos parâmetros avaliados na 

infecção. 

Seguindo a classificação semiquantitativa foi observada diferença na 

positividade dos testes DPP®LVC, ELISA e na cultura, particularmente quando 

utilizada amostra da medula óssea. Enquanto na classificação qualitativ, foi 
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detectada diferença entre os grupos clínicos no teste DPP®LVC e na cultura. 

Assim, infere-se que nesses testes, a proporção de positividade é dependente 

da apresentação clínica da infecção.  

Quanto aos resultados da cultura de parasitos, com uso de ambas as 

metodologias de classificação clínica observou-se maior positividade no 

isolamento de material proveniente de animais com maior escore clínico, assim 

como relatado por (Manna et al., 2006). De acordo com Madeira e 

colaboradores (Madeira et al., 2009), baço, linfonodo e medula óssea são os 

materiais biológicos com taxa mais elevada de culturas positivas. Aqui foi 

observado que a medula e  o baço são os órgãos com maior taxa de 

positividade. Em outro estudo (Maia et al., 2009), 77,1% das culturas de baço, 

linfonodo e medula óssea coletadas tornaram-se positivas na primeira semana 

e 23% das amostras na segunda e terceira semanas, reforçando a 

necessidade de subcultura, pelo menos até a 3ª semana. Nas amostras deste 

estudo, o cultivo em meio bifásico  para isolamento foi mantido por até quatro 

semanas com adição semanal de meio fresco, seguindo o protocolo de 

isolamento da CLIOC. Devido aos resultados satisfatórios da cultura a partir de 

amostras de baço, alguns autores recomendam seu uso como o órgão de 

escolha para o diagnóstico parasitológico da infecção por Leishmania 

(Barrouin-Melo et al., 2004); (Rosypal et al., 2005). No entanto, o procedimento 

invasivo para coletar o material biológico é uma razão válida para evitá-lo, 

podendo-se assim, utilizar o aspirado de medula óssea ou de linfonodo. No 

nosso estudo a positividade de 22,8% no aspirado esplênico é baixa, o que 

pode ter ocorrido em função da distância do local de coleta das amostras para 

o laboratório. Apesar de 100% específica, as culturas são hoje menos 

utilizadas para o diagnóstico, devido à demora no resultado, à suscetibilidade 

de contaminação microbiológica, à dependência da carga parasitária e, por 

vezes, à má adaptação da cepa ao meio. Por outro lado, ainda é necessária 

para obter um número suficiente de parasitos para identificação enzimática 

(MLEE) ou mesmo para algumas técnicas moleculares. 

Todos os isolados obtidos foram identificados como L. infantum. É 

importante destacar a relevância da identificação das espécies de Leishmania 

em reservatórios domésticos, principalmente nas áreas de infecção mista, com 
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a presença de espécies simpátricas, como ocorre em Cuiabá, MT, Brasil (De 

Santis et al., 2011) (ANEXO VI). Mesmo em áreas de transmissão esporádica 

como no Rio de Janeiro (Marzochi et al., 1985; De Paula et al., 2009; 

Figueiredo et al., 2010), a identificação da espécie é fundamental para a 

vigilância das leishmanioses, uma vez que casos clínicos atípicos podem 

ocorrer em função de características das cepas (Cavalcanti et al., 2012) 

(ANEXO VII). 

Apesar da diferença na positividade na cultura, nos testes moleculares os 

não foi observada diferença quanto à apresentação clínica em nenhuma das 

classificações utilizadas. Na fase inicial da infecção, antes da soroconversão, a 

detecção do parasita só é possível através de PCR, pois nesta fase os cães 

não apresentam parasitismo consistente, tendo também poucas chances de 

infectar flebotomíneos (Courtenay et al., 2002). Outros autores também já 

haviam demostrado que a infectividade tem correlação positiva com a 

gravidade da doença (Quinnell e Courtenay, 2009), sendo quatro vezes maior 

em cães sintomáticos (Michalsky et al., 2007), refletindo assim o parasitismo 

nesses animais. Mais importante, os autores mostraram que o parasitismo 

cutâneo não é crucial para a infectividade, mas sim o parasitismo dos 

linfonodos. Assim, a detecção molecular de parasitos nos tecidos alvo, como 

baço e linfonodo, de animais assintomáticos é fundamental. Os resultados 

positivos nos ensaios moleculares no grupo de animais assintomáticos (ou com 

baixo escore clínico) pode indicar que esses animais são mais resistentes ao 

desenvolvimento da doença ou que houve apenas o contato com o parasita, 

para tanto seria necessária uma análise realizada ao longo da infecção.   

Nos ensaios direcionados para a amplificação de fragmento do gene 

codificante da proteína do choque térmico (hsp70), 17/92 animais tiveram 

resultados negativos, ao passo que apenas 1/92 foi negativo em relação ao 

kDNA. Segundo a interpretação do índice kappa por Landis e Koch (Landis e 

Koch, 1977), o índice de concordância entre esses testes foi fraco (kappa 

0,092), independente da apresentação clínica. Uma razão para esse resultado 

seria a baixa sensibilidade, pois todos, exceto um, que são hsp70 positivo são 

kDNA positivos. Dessa forma, neste estudo, a PCR hsp70 com 234pb 

conjugada à restrição de fragmentos por enzimas (RFLP) se mostrou uma 
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valiosa ferramenta para a confirmação etiológica da LVC, porém com menor 

sensibilidade quando comparada à PCR do kDNA. Adicionalmente, o 

percentual de positividade independe da apresentação clínica, o que 

representa uma vantagem para detecção da infecção em cães assintomáticos. 

Vale ressaltar que outros métodos comprobatórios foram utilizados para 

confirmar a infecção por L. infantum nos animais incluídos no estudo.  

Na LVC, a proliferação intensa de linfócitos B e a produção abundante de 

anticorpos são relatadas, porém essa ativação policlonal de linfócitos B é 

deletéria e não protetora (Almeida et al., 2005b). Neste estudo, foi possível 

distinguir com clareza os grupos com maior e menor escore clínico em relação 

à síntese de IgG. Nos animais com escore mediano (3-6) a distinção não foi 

marcante, o que pode indicar a transição do status desse animal. Na análise 

com dois grupos clínicos, não foi observada diferença. Outros estudos também 

apontam para a correlação entre os níveis de IgG e a sintomatologia em cães 

com LVC (Moreno e Alvar, 2002; Quinnell, Courtenay, et al., 2003; Almeida et 

al., 2005a; Porrozzi et al., 2007; Rodríguez-Cortés et al., 2007). 

Aqui a positividade pelo teste DPP®LVC mostrou-se dependente da 

apresentação clínica em ambas as classificações. Epidemiologicamente, esse 

achado ganha importância, pois a probabilidade de um cão infectado se tornar 

infeccioso para o flebotomíneo está diretamente relacionada ao aumento dos 

títulos de IgG (Courtenay et al., 2002). Em outro estudo, porém, não foi 

observada correlação entre a positividade no teste e a apresentação clínica 

(Castro-Junior et al., 2014). É importante denotar que a sensibilidade dos 

testes diagnósticos pode variar durante o curso da infecção (Mettler et al., 

2005). De fato, estudos que se baseiam em infecção natural podem gerar 

resultados controversos, especialmente quando os animais são divididos em 

grupos clínicos, uma vez que o status assintomático pode representar 

resistência ou fase inicial da infecção (Oliva et al., 2006). O teste DPP®LVC foi 

recentemente introduzido e o sucesso da implementação no sistema público 

ainda depende de melhorias na acurácia (Schubach et al., 2014).  No entanto, 

no fluxo da vigilância da doença no contexto, brasileiro a facilidade de uso e a 

rápida interpretação do resultado ainda superam essa desvantagem. A 

performance do teste rápido e do ELISA foi diferente no critério qualitativo de 
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classificação clínica. Como descrito (Rosario et al., 2005; Porrozzi et al., 2007), 

a performance dos testes sorológicos pode variar com o tipo do antígeno ou 

com os reagentes.  

A concordância total entre os dois testes sorológicos foi moderada (0,475, p 

< 0,001) e entre o diagnóstico molecular por hsp70 e os testes sorológicos 

ELISA e DPP®LVC foi muito fraca, apresentando baixos valores de kappa. O 

padrão epidemilógico influencia fortemente os resultados sorológicos e 

moleculares. Costa e colaboradores (Costa et al., 2014) observaram 

concordância perfeita entre o DPP®LVC e a PCR-kDNA em Campinas, onde o 

parasita foi recentemente introduzido, e fraca em Teresnina, onde a 

Leishmaniose é endêmica. Já a correlação entre o ELISA e a PCR foi razoável 

em Campinas e fraca em Teresina. A maioria dos animais utilizados no 

presente estudo são provenientes de Cuiabá onde a prevalência da infecção é 

alta variando de 22,1% a 26,8% (Mestre et al., 2011; De Almeida Ado et al., 

2012) e onde ocorrem casos de LVH persistente há algumas décadas, padrão 

semelhante ao da cidade de Teresina.  

Embora alguns dados da literatura mostrem que os títulos de IgM 

específicos para Leishmania permanecem altos ao longo da infecção, não há 

relação com a apresentação clínica, não sendo por isso um bom marcador 

(Reis, Teixeira-Carvalho, et al., 2006). No presente estudo, foram observados 

títulos de IgM mais altos nos animais menos sinais clínicos em ambas as 

classificações, o que sugere uma infecção mais recente nesses animais, é 

portanto improvável que se trate de animais mais resistentes. 

A definição do status de infecção depende da sorologia e do diagnóstico 

direto por PCR, pois o isolamento do parasita pode ser influenciado por fatores 

como contaminação, carga parasitária, tipo do tecido coletado e tempo para 

processamento do material. Em se tratando de animais naturalmente 

infectados e pelo fato do desenho escolhido tratar-se de uma amostragem de 

conveniência, a interpretação dos resultados é complexa. Portanto, foram 

incluídos no estudo todos os animais com pelo menos um teste parasitológico 

positivo. 
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5.2 Parasitismo Tissular em Cães Naturalmente Infectados com 

Leishmania infantum 

O baço é um dos principais órgãos-alvo do parasitismo nas leishmanioses 

viscerais (Mebius e Kraal, 2005) albergando alta carga de parasitos (Strauss-

Ayali et al., 2007; Maia et al., 2010; Fraga et al., 2012). Diversos estudos já 

demonstraram correlação positiva entre a carga parasitária e as manifestações 

clínicas, sendo mais evidente nas formas mais graves da doença (Barrouin-

Melo et al., 2004; Sanchez et al., 2004; Francino et al., 2006; Lage et al., 2007; 

Alves et al., 2009; Manna et al., 2009; Teixeira Neto et al., 2010; Costa et al., 

2013). Neste estudo, foram adotadas duas classificações clínicas e, 

independentemente do método de classificação, os animais com maior 

sintomatologia apresentaram maior carga parasitária molecular (CP) no baço. 

Foi observada maior CP no baço do que no fígado, como já demonstrado 

(Michelin et al., 2011), entretanto com fraca correlação positiva entre os dois 

tecidos o que denota a dinâmica da infecção. É possível que a alta CP 

esplênica seja consequência da constante chegada de nova carga de 

parasitos, proveniente de outros tecidos (Strauss-Ayali et al., 2007). Os 

melhores tecidos para avaliação da carga são, nessa ordem: medula óssea, 

baço, linfonodo, pele e fígado (Reis, Martins-Filho, et al., 2006). Neste estudo 

foi avaliada a carga parasitária nos dois órgão de interesse, baço e fígado, para 

a posterior correlação com a resposta celular.  

Em camundongos, no início da infecção o fígado tem maior CP e a indução 

da formação de granulomas controla a CP com o tempo. Já a evolução da 

doença está relacionada com a alta CP esplênica (Leclercq et al., 1996). 

Nesses animais a eliminação parasitária no fígado ocorre em torno de 4 

semanas após a infecção (Engwerda et al., 1998; Rousseau et al., 2001). 

Considerando a CP pareada nos dois órgãos estudados, poderíamos sugerir 

que a baixa CP esplênica associada a alta CP hepática reflita um estágio inicial 

de infecção; já a CP esplênica mais alta associada a hepática mais baixa pode 

refletir um estágio avançado da infecção. 

Os sinais clínicos em animais naturalmente infectados podem ser resultado 

de variáveis que incluem diversas comorbidades, estado nutricional e 
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suscetibilidade genética. Nos estudos com populações de cães errantes não é 

possível ter o controle de todos esses fatores e os sinais clínicos da LVC são 

bastante inespecíficos. A classificação de cães infectados por L. infantum com 

base em critérios clínicos é imprecisa, especialmente quando se pretende 

avaliar a resposta imune. Entendendo que a resposta imune está diretamente 

relacionada ao agente etiológico, os animais foram divididos de acordo com a 

CP. Assim, dois grupos foram definidos para cada tecido analisado – dois 

grupos considerando a CP esplênica e dois grupos considerando a CP 

hepática. Outros autores propuseram o agrupamento dos animais em função 

da CP em comparação a apresentação clínica mostrando diferenças entre os 

dois agrupamentos (Reis, Martins-Filho, et al., 2006; Do Nascimento et al., 

2013). A proposta de separação dos grupos em função da CP, o número de 

animais e os valores mínimo e máximo, pode ser um denominador comum para 

os diferentes grupos de pesquisa e uma forma mais acurada do que a 

apresentação clínica para a avaliação da infecção canina. 

No tocante à resposta imune humoral, foi observada tendência a maior 

frequência de cães positivos para IgG em função da CP esplênica. Para a IgM 

observou-se o oposto, com tendência à diminuição na frequência de positivos. 

Da mesma forma, Reis e colaboradores (Reis, Martins-Filho, et al., 2006) 

demonstraram correlação positiva entre a síntese de anticorpos IgG e a carga 

parasitária na pele, na medula óssea, no baço, no fígado e linfonodos. Para a 

IgM, os autores observaram correlação com a alta carga parasitária apenas no 

fígado e nos linfonodos. Devido a especificidade do antígeno utilizado no teste 

rápido, é possivel inferir que a hipergamaglobulinemia é altamente específica 

ao parasita e que nos animais com maior carga parasitária a resposta imune 

humoral é direcionada a leishmânias do complexo donovani. 

5.3 Expressão Gênica de Citocinas Tissulares e Aspectos 

Histopatológicos de Cães Naturalmente Infectados 

Nos animais com maior CP foi observada resposta imune celular esplênica 

heterogênea, com maior redução na expressão de RNAm das citocinas pró-

inflamatórias (IFNy, TNF, IL-12 e IL-6) do que das anti-inflamatórias (IL-10 e 
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TGFβ). Na doença humana ativa o sistema imune não é suprimido, mas sim 

altamente ativado, principalmente nos órgãos alvo do parasita, como baço, 

fígado e medula óssea, onde há concentração das células envolvidas na 

resposta imune específica (Goto e Prianti, 2009). 

Na LVC, ocorre aumento tanto na expressão esplênica como na síntese 

sérica das citocinas pró-inflamatórias IFNγ e TNFα em cães com baixo 

parasitismo esplênico e aumento de IL-10 nos cães com maior carga 

parasitária (Do Nascimento et al., 2013). Os autores sugerem que há um 

balanço entre essas citocinas e que o perfil de uma resposta Th1 contribui para 

o controle parasitário e determina o resultado clínico. 

Da mesma forma, a resistência clínica tem sido associada à expressão 

predominante de citocinas Th1, tais como IL-2, IFNy e TNFα e a 

susceptibilidade e a persistência do parasita tem sido caracterizadas  pelo 

predomínio de citocinas Th2, tais como IL-4 e IL-10 (Boggiatto et al., 2010). Os 

resultados apresentados aqui não sustentam tais associações, mostrando uma 

resposta mista à infecção, como demonstrado em outros estudos (Correa et al., 

2007; Lage et al., 2007; Strauss-Ayali et al., 2007; Panaro et al., 2009). Foi 

observada menor redução na expressão de IL-10, uma citocina anti-

inflamatória/reguladora, sugerindo sua maior disponibilidade no tecido com 

maior CP. Provavelmente uma complexa rede de interações ocorrem no baço 

destes animais culminando na desativação de linfócitos para limitar a 

magnitude da resposta imune. Em infecções virais e parasitárias (Wherry, 

2011; Bhadra et al., 2012), inclusive na LV (Gautam et al., 2014), ocorre um 

fenômeno denominado exaustão celular, mediado principalmente pela 

expressão da proteína de morte programada (“programmed cell death 1”, PD-1) 

e que pode estar relacionado à forte imunossupressão observada em estágios 

avançados da doença. Recentemente foi demonstrada a exaustão de células T 

do sangue periférico de cães com LV com consequente redução da expressão 

de citocinas (Esch et al., 2013). Neste contexto, a redução geral da expressão 

de citocinas observada pode também estar relacionada ao esgotamento 

induzido pelo excesso de antígeno em circulação em animais com alta carga 

parasitária. 
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O aumento da CP esplênica foi correlacionado a perda da microarquitetura 

do tecido. Foi observada desde uma polpa branca bem organizada até a 

ocorrência de uma estrutura extensivamente desorganizada, que consistiu em 

alterações hiper e hipoplásicas e alterações na estrutura folicular. Os vários 

níveis de desorganização da polpa branca foram correlacionados com o 

aumento da CP. Essa quebra da arquitetura esplênica na LV já foi demostrada 

em humanos (Veress et al., 1977; Saxena et al., 2011); (Engwerda et al., 2004; 

Yurdakul et al., 2011; Raeymaeckers et al., 2012) e na infecção canina 

(Sanchez et al., 2004; Santana et al., 2008; Silva et al., 2012; Silva et al., 

2013). Ademais, o desenvolvimento da patologia esplênica está associado à 

progressão da doença (Santana et al., 2008) e aos altos níveis de TNF 

(Engwerda et al., 2002). 

Com o uso de um sistema multiplex de análise de expressão gênica, foi 

avaliada a expressão de genes relacionados à resposta imune, à síntese de 

proteínas, ao desenvolvimento e morte celular, ao metabolismo lipídico, ao 

movimento celular e à bioquímica de pequenas moléculas. Deste modo, foi 

observado que a expressão das quimiocinas CCL2, CXCL8, bem como da 

proteína kinase MAP4K4, foi regulada positivamente nos animais com maior 

CP. Deve-se ressaltar que, no fígado, a CP está relacionada à presença ou 

formação de granulomas, e as moléculas quimiotáticas são importantes no 

recrutamento e ativação dos leucócitos. 

Em experimentos in vitro com macrófagos humanos infectados por L. 

infantum e estimulados com CCL2 foi demonstrada maior síntese de óxido 

nítrico, aumentando a capacidade das células de eliminar o parasita 

(Brandonisio et al., 2002). Adicionalmente, as quimiocinas CCL2 e CCL3 

aumentam a capacidade leishmanicida dos macrófagos humanos infectados 

com L. infantum mediada pela síntese de óxido nítrico (Bhattacharyya et al., 

2002). Esses resultados in vitro sugerem que o aumento dessas quimiocinas 

estaria relacionado ao controle da CP. Nos nossos resultados, o aumento da 

expressão gênica de CCL2 representa um momento da infecção anterior ao 

controle da CP, onde a indução da expressão gênica precede a síntese da 

proteína efetora. Na Leishmaniose cutânea também já foi proposto que as 

quimiocinas CCL2, CCL4 e CCL5 atuam não apenas como fatores 
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quimiotáticos mas como co-ativadores de macrófagos e, consequentemente, 

podem desempenhar um papel na eliminação de parasitos (Ritter et al., 1996; 

Dorner et al., 2002; Ji et al., 2003).  

Na LVC, cães naturalmente infectados com L. infantum apresentam 

correlação positiva entre a expressão de CCL2 e CXCL8, a CP e o número de 

macrófagos na pele (Menezes-Souza et al., 2012). Da mesma forma, há 

aumento de CCL2 no baço dos cães infectados em relação àqueles não 

infectados (Strauss-Ayali et al., 2007). Sendo assim, demostram que os 

mecanismos de controle da CP envolvem quimiotaxia e ativação de leucócitos, 

e que CCL2 e CXCL8 possuem um papel central neste contexto. 

Os membros da grande família das proteínas MAP kinases atuam como 

uma cascata de sinalização em resposta a sinais extracelulares que incluem 

fatores de crescimento, hormônios, citocinas, bem como fatores de estresse 

celular (Chang e Karin, 2001). Essa cascata de sinalização está envolvida em 

uma grande variedade de processos celulares como proliferação, 

diferenciação, ciclo celular, regulação da transcrição e desenvolvimento. A 

proteína kinase de ativação mitogênica MAP4K4 (“mitogen-activated protein 

kinase kinase 4”) é um componente da cadeia de ativação das proteinas MAP 

kinases em resposta ao estresse ambiental, às citocinas pró-inflamatórias e 

aos sinais de desenvolvimento celular (Whitmarsh e Davis, 2007). Em 

mamíferos já foram identificadas quatro vias de ativação das MAP kinases, e a 

MAP4K4 especificamente pode ativar as vias JNK e p38 (Kyriakis e Avruch, 

2001). Na infecção in vitro de macrófagos murinos com promastigotas de L. 

mexicana ocorre a ativação da via de sinalização MAP kinase via TLR-4 com 

consequente indução da expressão de COX-2, iNOS e arginase 1 e que essas 

moléculas por sua vez, inibiram a síntese de IL-12 da célula hospedeira 

(Shweash et al., 2011). Em modelo in vitro de infecção com L. infantum, a 

síntese de IL-12, TNFα e NO é regulada pela fosforilação das MAP kinases 

levando a eliminação dos parasitos intracelulares (Agallou et al., 2014). Aqui foi 

demonstrado que a maior expressão de MAP4K4 em animais com maior carga 

parasitária indica indução da expressão dessa proteína em resposta à infecção. 

As demais moléculas não foram diferencialmente expressas em nenhum dos 

agrupamentos realizados e o padrão de expressão de citocinas revelou mais 



112 

uma vez a resposta mista, não sendo possível determinar o envolvimento de 

alguma delas na resistência ou suscetibilidade à evolução da infecção. 

Os dados de produção de citocinas na LVC são limitados e algumas vezes 

controversos (Maia e Campino, 2012), principalmente no fígado, onde poucos 

trabalhos têm se concentrado. Há diferenças na expressão de TNFα, IL-4 e IL-

10 entre cães infectados e animais sadios, sem distinção em relação a 

apresentação clínica (Michelin et al., 2011). Estes autores verificaram ainda 

que o fígado foi o principal órgão produtor de citocinas. Estudos visando à 

validação destes resultados em termos de síntese das quimiocinas e de 

MAP4K4 deverão ser realizados para um melhor entendimento do papel destas 

moléculas na resposta imune hepática de cães com LVC. 

Em modelos experimentais, o fígado é um órgão alvo para o estudo de 

mecanismos efetores de proteção, pois a formação de granulomas é uma 

reação deste órgão para controlar a proliferação de parasitos (Stanley e 

Engwerda, 2007; Giunchetti et al., 2008). Aqui, foi demonstrado que animais 

com maior CP hepática apresentam infiltrado inflamatório intenso e maior 

formação de granulomas. A presença de granulomas também é observada na 

LVH (Geramizadeh et al., 2011). No modelo murino, o TNFα e o INFγ estão 

diretamente envolvidos na formação dos granulomas hepáticos (Stanley e 

Engwerda, 2007). 

Paralelamente, os achados histopatológicos no fígado mostram os efeitos 

inflamatórios da presença do parasita bem como a indução da formação de 

granulomas. Da mesma forma, Melo e colaboradores (Melo et al., 2009) 

mostraram que no fígado de cães assintomáticos e sintomáticos, ocorre uma 

reação inflamatória crônica caracterizada por infiltração de células 

mononucleares no espaço portal e parênquima hepático, bem como a 

formação de granulomas. Os mesmos achados também foram relatados em 

cães experimentalmente infectados com leishmanias do complexo donovani 

(Gonzalez et al., 1988; Oliveira et al., 1993; Tafuri et al., 1996). Neste trabalho, 

verificou-se que os granulomas hepáticos foram mais numerosos em cães com 

maior CP, independente dos sinais clínicos. Em um estudo com cães 

naturalmente infectados, a análise histomorfométrica mostrou que o 

parasitismo diminui com o aumento do diâmetro do granuloma (Lima et al., 
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2007). Aqui, os animais foram agrupados de acordo com a CP 

desconsiderando a fase de maturação dos granulomas, assim não é possível 

dizer se a maior CP estaria associada a granulomas menores, como no estudo 

de Lima e colaboradores. Sugere-se que a maior CP no fígado associada a 

igual ou menor CP no baço reflita os momentos iniciais da infecção e que os 

granulomas em formação ainda não foram capazes de reduzir e controlar a CP. 

No modelo murino de infecção com L. donovani, os granulomas estão 

totalmente desenvolvidos dentro de duas a quatro semanas após a infecção e 

com oito semanas estão estrutural e funcionalmente maduros com mecanismos 

leishmanicidas ativados (conhecidos como granulomas estéreis). Após este 

tempo os granulomas estéreis passam gradualmente por um processo de 

involução (Stanley e Engwerda, 2007). Aqui, a observação de animais com 

menor CP e menos granulomas poderia ser em função da involução dos 

granulomas. No modelo de infecção por L. major, a cura estéril nunca é 

alcançada e a persistência do parasita no fígado medeia a imunidade no longo 

prazo tornando o órgão resistente à reinfecção (Belkaid et al., 2002). A 

ocorrência de fibrose com intensa deposição de colágeno ocorre em fases mais 

avançadas da infecção (Melo et al., 2009), comprometendo a função hepática. 

Assim, uma avaliação mais completa, incluindo colorações para tecido fibroso e 

seus marcadores poderia ser útil e auxiliaria na definição da evolução.  

De forma geral, foi observada maior expressão de citocinas no fígado do 

que no baço. Esse achado, corrobora dados já observados em que há maior 

síntese de IL-10, IL-4, IFNγ e TNF no fígado do que no baço (Correa et al., 

2007, Michelin, 2011 #407; Michelin et al., 2011), mesmo em animais não 

infectados. Da mesma forma, em camundongos BALB/c infectados com L. 

donovani foi observado nível mais elevado de TNFα no fígado do que no baço 

(Mukherjee et al., 2003). Estes autores observaram que, nos camundongos 

infectados, houve uma diminuição persistente da resposta linfoproliferativa de 

esplenócitos desde três semanas até pelo menos 120 dias após a infecção.  
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5.4 Caracterização das Populações e Genótipos de L. infantum 

através da Análise do Polimorfismo de Microssatélites  

Com o objetivo de avaliar o papel de genótipos dos parasitos nos perfis 

clínico, parasitológico ou imunológico da infecção canina, foi realizada a análise 

de microssatélites diretamente do DNA isolado do baço desses animais. 

Os microssatélites têm sido utilizados como ferramenta molecular para a 

análise da estrutura populacional de leishmanias relacionadas tanto à doença 

cutânea (Kebede et al., 2013; Kuhls et al., 2013) como à visceral (Ferreira et 

al., 2012; Amro et al., 2013; Motoie et al., 2013). Ademais, pode ser uma 

ferramenta útil na distinção entre cepas provenientes de hospedeiros 

assintomáticos e sintomáticos (Hide et al., 2013). Seu uso é particularmente 

interessante na elucidação dos aspectos epidemiológicos da dispersão do 

parasita e da origem de surtos (Gelanew et al., 2011; Leblois et al., 2011). Sua 

aplicação se torna ainda mais útil, quando realizada diretamente do tecido do 

hospedeiro, sem a necessidade do isolamento do parasita, que envolve alguns 

contratempos já discutidos acima.  

Neste estudo foi realizada a análise com quatorze marcadores para o 

complexo Donovani a partir do DNA tissular e de isolados dos cães, sendo 

possível analisar por completo 38% (37/99). Da mesma forma, Motoie e 

colaboradores (Motoie et al., 2013) realizaram a avaliação de marcadores de 

microssatélites diretamente do tecido de cães e mostraram que a genotipagem 

completa somente foi possível em 45% das amostras (112/250). Os autores 

sugerem que a falha na amplificação pode ser atribuída ao fato de que 

amostras clínicas podem conter uma pequena quantidade de parasitos. De 

fato, das 31 amostras de tecido analisadas por completo neste estudo, 20 

haviam sido classificadas como alta CP e onze como baixa CP.  

A análise de amostras pareadas, isolados e tecido de um mesmo animal, 

sugere que existem distintos genótipos de parasitos em um mesmo hospedeiro, 

e que estes podem apresentar tropismo para um determinado tecido ou sofrer 

seleção. Esse achado abre caminho para a busca dos mecanismos envolvidos 

com essa seleção/tropismo, que pode por sua vez determinar a diferença entre 

a virulência de cepas. Hide e colaboradores (Hide et al., 2013), mostraram que 



115 

hospedeiros assintomáticos são carreadores de cepas geneticamente distintas 

daquelas isoladas de hospedeiros sintomáticos e de pacientes HIV+. Uma vez 

que foi observada baixa variabilidade genotípica das cepas circulantes entre os 

cães deste estudo, não foi possível realizar correlação com nenhuma das 

características clínicas e de resposta imune avaliadas. 

Neste estudo, a alta ocorrência de marcadores monomórficos, a alta 

predominância de um mesmo alelo dentre os marcadores polimórficos, bem 

como a baixa heterozigose observadas indicam homogeneidade da população 

estudada. Esse dado é sustentado por outros estudos com L. infantum que 

mostraram que há uma deficiência geral de heterozigotos nessa espécie (Kuhls 

et al., 2007; Amro et al., 2009; Hide et al., 2013). Foi demonstrada a ocorrência 

de um um deficit substancial de heterozigotos em Leishmania braziliensis que 

pode ser indicativo de altos níveis de endocruzamento (Rougeron et al., 2009). 

A deficiência de heterozigotos pode ser também resultado da subdivisão da 

população (efeito de Wahlund), da presença de alelos nulos, de seleção natural 

ou conversão gênica e de endogamia (Kuhls et al., 2011). Dos quatorze 

marcadores analisados no presente trabalho, cinco se mostraram polimórficos. 

No estudo de Cortes (Cortes et al., 2014) foram analisados os mesmos 

quatorze marcadores de microssatélites em cepas isoladas de diferentes 

hospedeiros em Portugal. Todos os marcadores foram polimórficos para todas 

as amostras e determinaram a ocorrência de duas populações. Dentre as 

amostras caninas, todas pertencentes a mesma população, ocorreu a divisão 

em duas subpopulações no STRUCTURE, porém com pouca força como 

mostrado na análise de clusters. Interessantemente, essa subdivisão se 

correlacionou com a área geográfica. Provavelmente as diferenças genéticas 

estão relacionadas à segregação geográfica, como mostrado em outros 

estudos com L. braziliensis (Cupolillo et al., 2003) e L. infantum (Bulle et al., 

2002). É notável observar que no estudo de Cortes não foram encontradas 

diferenças no genótipo de amostras provenientes de humanos e canídeos 

silvestres e domésticos. Em um estudo com amostras de cães e flebótomos de 

uma pequena área de Portugal, foi mostrado baixo polimorfismo e variabilidade 

nos oito marcadores analisados dentre as amostras caninas (Montoya et al., 

2007). 
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A identificação de picos duplos pode representar uma infecção mista 

formada por distintas populações homozigotas ou pela presença de 

heterozigotos. Esse perfil foi observado em 4 marcadores, Lm2TG (L), Li22-35 

(E), Li71-33 (P) e Lm4TA (M). Um achado notório foi o de diferentes perfis de 

microssatélites a partir do tecido e da cepa isolada do mesmo animal, ou seja, 

foi observado um perfil (homo ou heterozigoto) na amostra do tecido e outro 

perfil na cepa isolada do mesmo animal. É possível que os heterozigotos 

obtidos nessas amostras sejam resultado de infecção mista com diversidade de 

clones, uma vez que um dos alelos é igual ao alelo do homozigoto da amostra 

pareada. Ou seja, os picos duplos observados no cromatograma seriam 

resultado da infecção mista como sugerido (Boite et al., 2014). Ainda, a 

diferença entre uma cepa isolada e uma amostra tecidual, pode ser resultado 

do cultivo in vitro em que são mantidos os clones distintos.  Essa diferença 

entre cepa e tecido mostra ainda que pode haver populações mistas circulando 

no mesmo animal. Sugere-se que ocorre uma seleção de clones nos sistemas 

e que essa seleção é diferenciada nos hospedeiros e no cutivo in vitro das 

promastigotas. Isso provavelmente se deve a interações entre o parasita e 

seus hospedeiros, reservatórios naturais e principalmente os vetores. De fato, 

alguns trabalhos em modelos experimentais demonstram claramente 

diferenças importantes na virulência de clones de L. infantum (Garin et al., 

2001; Mendez et al., 2001). 

No total, foram identificados 23 genótipos, apesar do baixo polimorfismo 

e déficit de heterozigotos. A observação de genótipos exclusivos em 

Rondonópolis e em Barra do Garças sugere que há segregação de genótipos 

dos parasitos, no entanto o reduzido número de amostras não permite a 

confirmação desta hipótese.  

Na análise de populações a partir dos microssatélites, foram incluídas 

mais 173 amostras avaliadas anteriormente por nosso grupo (Ferreira et al., 

2012), totalizando 210 amostras. Segundo a análise hierárquica, foi observada 

a ocorrência de três populações, com predominância da POP 2. Apenas uma 

cepa foi caracterizada como POP 3 e uma amostra de tecido como POP 1, 

ambas de Cuiabá. Essas amostras estão em uma região mal definida e tem 

chance semelhante de estarem em uma ou outra população. No estado de São 
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Paulo, Motoie e colaboradores (Motoie et al., 2013) mostraram a ocorrência de 

duas populações (A e B) com divisão em duas subpopulações (A1 e A2) e 

marcante relação com a distribuição geográfica das amostras. No presente 

estudo, a maior parte das amostras caracterizadas por completo são 

provenientes de uma pequena área geográfica, o que pode ter limitado a 

observação de variabilidade genética. 

Foi comparado o perfil de infecção de cepas pertencentes a populações 

genéticas distintas, POP 1, POP 2 e POP 3 em uma linhagem de macrófagos 

caninos (DH82). A cinética de infecção in vitro já foi demonstrada em cepas 

pertencentes a diferentes zimodemas no Velho Mundo (Cunha et al., 2013). 

Aqui, foi mostrada pela primeira vez, que a infectividade de cepas 

geneticamente distintas pertencentes a um mesmo zimodema pode ser 

diferente. No estudo de Maia (Maia et al., 2007) foi mostrado que a taxa de 

infecção dos macrófagos DH82 é baixa em relação a outras linhagens girando 

em torno de 100 a 200 amastigotas a cada 100 células. No presente estudo foi 

observada uma taxa de infecção em torno de 150 a 200 amastigotas a cada 

400 células. Sabe-se que a taxa de infectividade de uma cepa diminui com as 

sucessivas passagens in vitro (Moreira et al., 2012), o que pode explicar a 

menor taxa de infecção observada. 
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6. CONCLUSÕES  

1. O diagnóstico laboratorial realizado por múltiplos testes confirmou a alta 

sensibilidade dos testes moleculares, em especial o kDNA, enquanto o alvo 

hsp70 apresentou-se com uma boa sensibilidade diagnóstica e como alvo para 

o diagnóstico etiológico na leishmaniose canina; 

2. A resposta imune humoral é marcante na infecção por L. infantum e os 

níveis de anticorpos IgG são mais elevados nos animais com maior 

sintomatologia e com maior carga parasitária, enquanto os níveis de IgM são 

mais elevados em animais com baixa carga parasitária e menor escore clínico; 

3. O teste rápido DPP®LVC mostrou maior positividade e valor absoluto 

nas leituras de absorvância mais elevado nos animais com maior escore clínico 

além de correlação direta com a carga parasitária; 

4. A alta carga parasitária no baço promove, além da forte reposta 

inflamatória, o rompimento da arquitetura esplênica caracterizado 

majoritariamente pela desorganização da polpa branca;  

5. Existe uma associação da ruptura esplênica causada pela alta carga 

parasitária com diminuição da expressão de genes das interleucinas 6, 10 e 12, 

do IFNγ, do TNFα e do TGFβ. A IL-10 foi a citocina com menor diminuição da 

expressão o que deve relacionar-se com sua maior disponibilidade no órgão. 

Aqui, sugerimos que o excesso de antígeno em circulação em animais com alta 

carga parasitária promove a diminuição da expressão dessas citocinas que 

estão diretamente relacionados ao combate do parasita; 

6. No fígado há uma resposta imunológica mista e bem balanceada que 

através da formação de granulomas é capaz de conter a infecção. Observamos 

ainda, o aumento da expressão das quimiocinas CCL2, CXCL8 e da proteína 

MAP kinase 4 relacionadas à ativação celular e que devem ser moléculas 

chaves para o combate ao parasita;  

7. Não foi possível associar variabilidade genética dos parasitos com 

parâmetros clínicos, parasitológicos ou imunológicos, provavelmente devido à 

população estudada ser muito homogênea. A grande maioria das amostras 
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foram caracterizadas como pertencente a POP2, população predominante em 

Mato Grosso, segundo estudo prévio do nosso grupo de trabalho; 

8. Há evidências de infecção policlonal em animais naturalmente 

infectados quando analisamos amostras pareadas (tecidos e isolados do 

tecido). Nessas amostras, parasitos isolados apresentavam perfil distinto do 

observado no tecido de origem e ainda perfis distintos de parasitos em 

diferentes órgãos do mesmo animal. Estes dados apontam para a possibilidade 

de distinto tropismo tecidual entre clones de mesmo isolado; 

10 – A infecção de células caninas de linhagem (DH82) com 

promastigotas de diferentes populações de L. infantum circulantes no Brasil 

mostram padrões de infecção distintos. Aparentemente mesmo sendo o 

mesmo parasita tem um comportamento diferencial in vitro. 
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8. ANEXOS 

ANEXO I. Declaração da Comissão de Ética para o Uso de Animais da 

Fundação Oswaldo Cruz. 
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ANEXO II. Genes analisados no ensaio de PCR multiplex em tempo real. 

Função Gene Forward (5'-->3 ') Reverse (5'-->3 ') Referência NCBI 

Tam
anho 
do 
prod
uto 

Referência  

c
it
o
c
in

a
s
 

IFN beta  GGAAATCGAGAAATCACGCC GTGGTCTCATTCCATCCTGT NM_001135787 123 - 

IL17A TTGGAATCTGCACCGCAATG CAGCCACCAGCATCTTCTCT NM_001165878 206 - 

IL1β CCCTGGAAATGTGAAGTGCT ACACGAAATGCCTCAGACTC  NM_001037971.1  116 - 

IL2 GCAACTCTTGTCTTGCATCG ATTCTGTGGCCTTCTTGGGC NM_001003305  209 - 

IL23 CTCTCACAGAAGCTCTGCAC CTTGGTAGGTCCACATGTCC XM_538231.3 68 - 

IL27 CTGAGAAGATGCACCTGTGG CCTTTCCTCTCCTCATGCTG XM_844736.2 145 - 

IL27 EBI3 CCAGAGCAGCTCATCAAGCC TCCGTGATGCTTGTATCGGA XM_542161.3  153 - 

IL4 CCTCACAGCGAGAAACGACTC ATCTGTTGGAGCAGTTGTGTG NM_001003159  143 - 

IL6 TCCAGAACAACTATGAGGGTGA TCCTGATTCTTTACCTTGCTCTT NM_001003301.1 100 - 

iNOS GCCCACGGAAGAAGTTAAAG CAGGTCAAGTATCGGGTGTG NM_001003186  160 - 

q
u
im

io
c
in

a
s
 

CCL01 ACTTTTCAGAGAAGAGGATCGC TGGAGCTGGTGTGTTTGTAACA NM_001005252  60 
Nascimento et al., 2013; 
Santiago et al., 2006 

CCL02/MCP-
1 

AGCAAGTGTCCCAAAGAAGC TGGGTTTGGCTTTTCTTGTC NM_001003297.1 
122 - 

CCL03/MIP1
α 

 CAATAGCCTGCTGCTTCTCC CAGATCGGCCACATATTCCT 
NM_001005251.1 176 - 

CCL04 CGTCCTTTCTCTCCTTGTGC TGAACCCATTGGTGCTGAGAG NM_001005250.1  67 - 

CCL05 GCAGCTACCTTTGCAATCCT  GAGCACTTGCTGCTGGTGTA NM_001003010.2 161 - 

CCL13 TCAGTGCCCTATTCACTTGC TTCGTACTGAAGATGACAGC NM_001003966 121 - 

CCL17 CCATCGTGTTTGTAACTGTCCA AATATCTGACCGCCTTCTTCAC NM_001003051.1  81 Nascimento et al., 2013 

CCL19 CGAGCCTTTCACTACCTCCT AGTGTGGTGAACACAACGGC NM_001005256.1  65 - 

CCL20 CCGGATCTATCATGGGCTTC TCTTGACTCTATGGCTGAGGA NM_001005254 156 - 

CCL21 CTTCCTTGTCCTGGTTCTGG CCGGAATCTTCCTTAGGCTG NM_001005258.1  101 - 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Search&db=Nucleotide&term=NM_001037971&doptcmdl=GenBank&tool=genome.ucsc.edu
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=345787325
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Search&db=Nucleotide&term=NM_001005250&doptcmdl=GenBank&tool=genome.ucsc.edu
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=50978701
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=52546713
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Search&db=Nucleotide&term=NM_001005258&doptcmdl=GenBank&tool=genome.ucsc.edu
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CCL26 TTACCACACGTGGCAGTGAT AGGGAAGGATCTTGTGGCTA NM_001005253 66 - 

CXCL08 ACACTCCACACCTTTCCAT GGCACACCTCATTTCCATTG AF048717 116 - 

CXCL09 CAGATGGTCCTTAAGCCACTTT CCTTTCCCTGTGAACCTCAA - 51 Nascimento et al., 2013 

CXCL10 
TGAACCAAAGTGCTGTTCTTATT
T 

ACGATGGACTTGCAGGAATC NM_001010949.1 
168 - 

CXCL13 GGGTGCCCAAAAAGAGAAATC GATGGGAGGGTTCAAGCATACA XM_845089.1 0 Silva et al., 2012 

re
c
e
p
to

re
s
 d

e
 

q
u
im

io
c
in

a
s
 

CCR01 TTCCAAGACAGCCTGTTCAC ACCTTTTAGCCAGATGCCTG NM_001038606 193 White et al., 2013  

CCR02 CGCATTCTCTGTTCACAACC TCGTAAATGGTGGTGGGTTC XM_541906.1  58 White et al., 2013  

CCR03 TGGTTGTCTGCTACTCTGGA TGTTTGCTCTGCTCACAAGT NM_001005261 190 Nascimento et al., 2013 

CCR04 CCATGACTGACGTGTACCTG TCCAAAAACCCACTGGTCTG NM_001003020 104 Nascimento et al., 2013 

CCR05 TGAAAAGAAGAGGCACAAGG CCAAAGAATTCCTGGAAGGT NM_001012342 117 Nascimento et al., 2013 

CCR07 CCTTCCTGTGTGGTTTCAGC TTCATTGGTTTCCCCAGGTC XM_548131.4 58 White et al., 2013  

CCR09 GACCATCACTGTCCTTACCG ATGGTTTGAGTGACCTGGAA XM_541909.3 150 White et al., 2013  

CCR10 CTAGTGTCTCCCTGGTGGTG CGACAAAGGGTAGGGTTAGG XM_844228.2 162 White et al., 2013  

re
s
p
o
s
ta

 i
n
fl
a
m

a
tó

ri
a

 

ARG1 GCAGAGCATGAGTTCCACGG GGACATCAACAAAGGGCACG XM_532053.3 182 
Probst et al., 2012; 
Descoteaux et al., 2012 

CD40 CAAGAAGCCAGAGAATAAGG AATTCCTCCAAGTCCTCCAC NM_001002982 57 Descoteaux et al., 2012 

FOXP3 AAACAGCACATTCCCAGAGTTC AGGATGGCCCAGCGGATGAG NM_001168461.1 102 - 

G6PD ACTTTGTACGCAGTGACGAG TGCCGTAAACGTAAGGGATG XM_538209.3 105 Probst et al., 2012 

GATA-3 CCCAAGAGCAGCTCGTTCA GCGTTGGAGTGGTCAGCAT AF459800 106 Strauss-Ayali et al., 2007 

IGF1 CAAGGCTCAGAAGGAAGTACA TCTTCACAACTCAGGAAGGTC XM_848024.2 97 Probst et al., 2012 

IFNAR-1 GCAGTGTTTTTAGTGACGCT CTCAAGAAGACTTTCGCAGC NM_000629 133 - 

IFNAR-2 TAGAAGGATTCAGCGGGAAC CCAGCCAGAAATTGTGTGAG NM_207584 57 - 

MAP2K5 GGCACCTGTAATGCTGTGG TATCACATCCAGCACGTCCC XM_847775.3 154 Probst et al., 2012 

MAP4K4  TGAACGCAATGACAAGGTC GCTCAGAAGAGAAGTCCTGC XM_003431519.2 94 Probst et al., 2012 

MT1E  TGCAAATGCAAGGAGTGC GGAGCAGCAACTCTTCTTGC NM_001003173 51 Probst et al., 2012 

OAS1 TAAAGTTGTCAAGGGTGGCT AAGAAAGACCACAAGGTCGG NM_001048131.1 79 - 

OAS2 GCATTTAATGTGCTCGGTCA GGAAAACTCTCCTCCCTCAG NM_001048134 111 - 

OAS3 TCGACCCTCCTCCAGAGC TTTGTTCTGAGCTGCGACCTG NM_001048091 153 - 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=57101675
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OASL AAAGTGGTCAAGGTAGGCTC ATCAGACTCAGGATGGCTT NM_001253787 137 - 

RAB7  CTGAACCCATCAAACTGGAC TCTGTGCTCTGCTCTCACTG NM_001003316.1 90 Probst et al., 2012 

SEC61B CTCAAGGTTGGCCCTGTTCC TGTACTTGCCCCAAATGTGC NM_001003326.1 85 Probst et al., 2012 

TAX1bp1 CCCTCGCAAGATTCACAATG CGAGCAGTACTCCATCCAAC XM_859678.2 199 Probst et al., 2012 

T-bet CCCCTTCGGTGTGGACTGAGA GGAGGAGCTGTCGCCACTGG XM_548164.2  122 Strauss-Ayali et al., 2007 

VAV1 CTGTTCATCTCTGGTACGCC GATACTTTCTGCCCCTGAGC XM_542134.3 53 Probst et al., 2012 

s
ín

te
s
e
 d

e
 

p
ro

te
ín

a
s
, 

d
e
s
e
n
v
o

lv
im

e
n
to

 e
 

m
o
rt

e
 c

e
lu

la
r 

ADAMTS1 GCTATGTCTTGATCCGGGAC CCACGGAATGTCATCGTCTT NM_001242712  52 Probst et al., 2012 

AKTIP  GGAGTCCACGTTATGAACCC TTCAGATCGTTTGCGGACAG XM_535302.3 63 Probst et al., 2012 

APLP2 TACTTCGACCTCTCCAAGGG GAGTTGGGGGAATCATCGTC XM_536530.3 124 Probst et al., 2012 

DDX6 AAGATCAGGTCGCTTTGGTC AATGTTGCTTGGGATCGGTT XM_844882.2 124 Probst et al., 2012 

RGS19 AGAACATGCTCTTCTGGCTG GTCCAGGCTCACCTCCTT XM_548528.4 131 Probst et al., 2012 

SNAPIN GACAACCTAGCCACTGAGCTG TTCTTCACGTAGGGGTCGAG XM_547578.3 77 Probst et al., 2012 

VASP CAGGAAAGTCAGCAAGCAAG GTGCTCTCTGCTTTAGGGAC NM_001003256 63 Probst et al., 2012 

m
e
ta

b
o
lis

m
o

 l
ip

íd
ic

o
, 

m
o
v
im

e
n
to

 c
e
lu

la
r 

e
 

b
io

q
u
ím

ic
a
 d

e
 p

e
q
u

e
n
a
s
 m

o
lé

c
u

la
s
 

ABCA1 GCAACATGAGTGCCACTTTC CATCTGAGAACAGGCGAGAC XM_538773.4 176 Descoteaux et al., 2012 

ACSF2 ATGGTGAGCGTGATGTATGG GAAGGAGCCTCTCTCTTTGC XM_537673.3 99 Descoteaux et al., 2012 

ACSL1 CAAACAGGTGGCGGAGATAG TCTGTTCTGAGCGAAGATGC XM_852283.2 103 Descoteaux et al., 2012 

AGPAT1 TTCCTGAGGGCACAAGAAAC TACCTGACATCGTCCCGAAG XM_855613.2 167 - 

AGPAT2 ACAATGGAGACCTGCTACCT CCCTGATTGTTCCTGAGCTG XM_548370.4 144 - 

AGPAT5 TTCTCAGCACGGAGGGATCT GCCTTCTTGAGCAGCAAATG XM_003432116.1 190 Descoteaux et al., 2012 

CASP4 AAAGAGTGCTGAACCACGAG AGATGGTGAACCTGAGGAGA NM_001003125  191 Descoteaux et al., 2012 

CAV1 CAAGCATCTCAACGACGAC TTGTCACAGTGAAGGTGGTG NM_001003296  119 Descoteaux et al., 2012 

CD36 TGGGAAAGACAACGTAAGCC AATGAGGCTGCATCTGTACC NM_001177734  114 Descoteaux et al., 2012 

CD38 CCGAGGAACAAAGTGGACC GACAGATCTGGGCCTTTCTG NM_001003143 100 Descoteaux et al., 2012 

CD83 CAGAAGGAAGGCTCCTTAGC TCCTTAGGGCATCCTGTCAC XM_847554.2 164 Descoteaux et al., 2012 

CD86 GACCACATCCTCTGGATTGC ACCGTACTCTTTCCTTGGTC NM_001003146 172 Descoteaux et al., 2012 

CYP27A1 GCTGGTGTAGACACGACATC TTATGGGGACCACAGGGTAG XM_848001.2 250 Descoteaux et al., 2012 

DGAT2 GGCATTTCCTACGTTGTTGC CCAGTGCTCCAACTACCATC XM_542303.3 53 Descoteaux et al., 2012 

Hmgcr TGGAAACCCATGAACGAGGT AGCTCCCATCACCAAGGAGT XM_536323.3 122 Descoteaux et al., 2012 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=73966172
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ICAM1 CCTCATGCAACCAGACCTCC GGGAACCAGTATACGGTGAGG NM_001003291 184 Descoteaux et al., 2012 

ITGAV CAGTCGACAGGCCCATATTC TTGCAGATGTTGTCCTCACC XM_845896.2 51 Probst et al., 2012 

MT1E  GCAAGAAGAGTTGCTGCTCCTG AGGTTTGTACATGTTGCTTGCT NM_001003173  155 Probst et al., 2012 

PLA2G4F ACTTTGCAGAGTGGTGTGAG GCTCAGTGGGAACATAAGCA XM_544639.3 75 Probst et al., 2012 

PPAP2B AATGCAGAGGTGATGACAGC AGGTACAGCACCAAATACAG XM_536696.3 103 Descoteaux et al., 2012 

PTAFR GCTTCCACCAGGGTATCAAC AAGAAGGCAGAGAGTGACCT XM_544462.2 50 Santiago et al., 2006 

RHOG GGATGGTGTCAGGTTGAGAG GGATGCAGTGACCTATGGAC XM_542335.3 125 Probst et al., 2012 

SIAH1-like GAGAAAAGAAATGAGCCGCC AGACGGGGTACACTTTGAGG XM_003638931.1 67 Probst et al., 2012 

SQLE CTGCTTTCTGTCCTGTCTCC GAAAATGGCTCGGGGTTTTG XM_845547.2 123 Descoteaux et al., 2012 

TAXBP1 CCCTCGCAAGATTCACAATG CGAGCAGTACTCCATCCAAC XM_859678.2 199 Probst et al., 2012 

MMP12 AAACTTGTTCCTGGTTGCTG CTTTTGGATCACTGGAATGG XM_849501.2 71 Descoteaux et al., 2012 

g
e
n
e
s
 

c
o
n
s
ti
tu

ti
v
o
s
 

B2M TCCTCATCCTCCTCGCT TTCTCTGCTGGGTGTCG XM_003640047.1  85 Brinkhof et al., 2006 

RPS5 TCTCTTCCTGTCTGTGCCACG TTCACTGCAATGTAGTCCTGC XM_533568 198 - 

RPS19 CCTTCCTCAAAAAGTCTGGG GTTCTCATCGTAGGGAGCAAG XM_533657 95 Brinkhof et al., 2006 

GAPDH CCAGGTGGTCTCCTGTGACT CCAGGAAATGAGCTTGACAAA  XM_003434387.2 103 - 

RP32 ATGCCCAACATTGGTTATGG CTCTTTCCACGATGGCTTTG  NM_001252169.1 181 - 

HPRT CCAGTCAACAGGGGACATAA TGACCAAGGAAAGCAAAGTC NM_001003357.1 128 - 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=359323428
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ANEXO III. Dados descritivos dos animais incluídos no estudo 

 

  

Animal Local Sexo Porte Raça Pelagem       

Condição 
Nutricional    

(0 - boa;       
3 - ruim) 

Cultura  

ELISA 
IgG  cut 

off soros 
Rio 

ELISA IgM cut 
off soros Rio 

DPP® 
LVC 

PCR 
KDNA 

PCR 
hsp70 

Escore 
clínico 

1 100 
Barra do 
Garças M G SRD C 0 N P N P P P 6 

4 103 
Barra do 
Garças F G SRD C 0 N P N N P P 0 

6 105 
Barra do 
Garças F G Dálmata C 3 P P N P P P 9 

9 108 Cuiabá M G Rottweiler C 0 N P N P P P 0 

10 109 Cuiabá F G Rottweiler C 0 N P N P P P 2 

11 110 Cuiabá F G SRD C 2 P P N P P P 4 

21 120 Rondonópolis F G Rottweiler C 0 N N N N P P 3 

22 121 Rondonópolis M G SRD C 3 P P N P P P 4 

44 232 Cuiabá F G SRD C 0 N P P N P N 0 

50 238 Cuiabá M G SRD C 0 N P indeterminado P P N 0 

78 266 Cuiabá F G SRD C 2 N N N N P P 5 

8 107 Cuiabá M M SRD C 0 P P N P P P 6 

12 111 Cuiabá F M SRD C 1 N P N P P P 8 

14 113 Cuiabá F M SRD C 2 P P N P P P 8 

15 114 Cuiabá F M SRD C 3 N N N N P P 7 

16 115 Várzea Grande F M SRD C 1 N P N P P P 5 

17 116 Várzea Grande M M SRD C 0 P P P P P P 0 

19 118 Várzea Grande F M SRD C 0 N P P N P P 0 

20 119 Várzea Grande M M SRD C 0 N P P N P N 1 
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24 123 Rondonópolis M M Boxer C 0 N N N N P P 0 

26 125 Rondonópolis M M Pitbull C 0 P P P P P P 5 

27 126 Rondonópolis M M SRD C 0 N P P P P P 1 

34 222 Cuiabá F M Pitbull C 0 N N indeterminado N P P 0 

53 241 Cuiabá F M SRD C 2 N P N P P P 10 

64 252 Cuiabá M M Pitbull C 0 P P N P P P 3 

66 254 Cuiabá M M SRD C 2 P P N P P P 8 

67 255 Cuiabá M M SRD C 2 P P N P P P 12 

77 265 Cuiabá M M SRD C 0 P P N P P P 9 

79 267 Cuiabá F M Pitbull C 0 N N P P P P 0 

83 283 Cuiabá F M SRD C 0 P P N P P P 7 

84 284 Cuiabá F M Pitbull C 0 N N N N P P 0 

3 102 
Barra do 
Garças F P Pincher C 0 N P N N P P 0 

5 104 Cuiabá M P SRD C 3 P - - P P N 9 

23 122 Rondonópolis M P SRD C 0 P P P P P P 0 

25 124 Rondonópolis F P SRD C 0 P P N P P P 12 

28 127 Rondonópolis M P SRD C 2 N P P P P P 10 

30 129 Rondonópolis M P SRD C 2 N N N P P P 5 

49 237 Cuiabá M P Pincher C 0 N P P P P N 3 

52 240 Cuiabá F P SRD C 0 P P P P P P 5 

54 242 Cuiabá F P SRD C 2 N P indeterminado P P P 6 

55 243 Cuiabá F P Pincher C 3 P P P P P P 8 

72 260 Cuiabá F P SRD C 0 N N N N P P 4 

75 263 Cuiabá M P Pincher C 1 N N N N P N 5 

81 281 Cuiabá M P SRD C 0 P N N P P P 6 

85 285 Cuiabá F P Pincher C 0 N P N P P P 12 

57 245 Cuiabá F - SRD C 0 N P N P P P 5 
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58 246 Cuiabá F - SRD C 1 N P N P P N 2 

60 248 Cuiabá M - SRD C 1 P P P P P P 7 

61 249 Cuiabá F - SRD C 0 N P N P P P 3 

62 250 Cuiabá F - SRD C 0 N N N P P P 0 

63 251 Cuiabá M - SRD C 0 P P P P P P 0 

70 258 Cuiabá F - SRD C 0 P P N P P P 5 

74 262 Cuiabá M - SRD C 3 P P N P P P 12 

76 264 Cuiabá M - SRD C 2 N P P P P P 7 

82 282 Cuiabá F - SRD C 0 N P N P P P 1 

86 286 Cuiabá F - SRD C 0 N N P N P P 1 

87 287 Cuiabá F - SRD C 0 N N P N P P 2 

88 288 Cuiabá M - SRD C 3 N P P P P N 12 

89 290 Cuiabá F - SRD C 0 N N N N N N 3 

90 291 Cuiabá M - SRD C 0 P P P N P N 2 

91 292 Cuiabá M - SRD C 0 N N N N P P 0 

92 293 Cuiabá M - SRD C 0 N N P N P N 0 

7 106 Cuiabá M G SRD/Pastor L 0 N P N P P P 2 

18 117 Várzea Grande M G SRD L 0 N P N P P P 8 

36 224 Cuiabá M G SRD L 2 N P P P P P 6 

29 128 Rondonópolis M M SRD L 0 N P N P P P 5 

51 239 Cuiabá M M SRD L 3 P P P P P P 15 

59 247 Cuiabá M M Pator belga L 0 P P P P P P 2 

2 101 
Barra do 
Garças M P SRD L 0 N P P N P P 0 

13 112 Cuiabá F P SRD L 0 N - - N P P 0 

32 220 Cuiabá M P SRD/Cocker L 1 N P indeterminado N P P 6 

80 268 Cuiabá F P SRD L 0 N N P P P P 0 

43 231 Cuiabá F - SRD L 1 P P N P P N 6 
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69 257 Cuiabá F - SRD L 1 P P N P P P 6 

41 229 Cuiabá M G SRD - 0 P P N P P P 2 

73 261 Cuiabá F M SRD - 0 P P P P P P 11 

71 259 Cuiabá M P SRD - 2 P P N P P P 14 

31 219 Cuiabá F - SRD - 0 P P indeterminado P P N 0 

33 221 Cuiabá F - SRD - 0 P P indeterminado P P P 5 

35 223 Cuiabá M - SRD - 3 P P P P P N 10 

37 225 Cuiabá M - SRD - 3 P N N P P P 7 

38 226 Cuiabá M - SRD - 1 P P N P P P 6 

39 227 Cuiabá M - SRD - 2 N P P P P P 5 

40 228 Cuiabá F - SRD - 0 N N N N P P 1 

42 230 Cuiabá M - SRD - 1 N P N N P N 7 

45 233 Cuiabá F - SRD - 0 N P P P P N 0 

46 234 Cuiabá M - SRD - 2 N N P P P P 6 

47 235 Cuiabá F - SRD - 0 N P P P P P 8 

48 236 Cuiabá M - SRD - 0 N P P P P N 0 

56 244 Cuiabá M - SRD - 3 P N N P P P 3 

65 253 Cuiabá F - SRD - 1 N P N P P P 11 

68 256 Cuiabá M - SRD - 2 P P P P P P 7 

  L - longa; C - curta; N - negativo; P - positivo; SRD - sem raça definida                 

  Dados perdidos - preenchidos com "-"                     
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ANEXO IV. Quadros referentes aos testes ANOVA 

 

Figura 4.4A Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Média dos 
quadrados 

F Valor de P 

Entre 
grupos 

8,212 3 2,737 23,
39 

0,0
001 

Dentro dos 
grupos 

11,82 101 0,117
1 

  

Total 20,03 104    

 

Figura 4.4B Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Média dos 
quadrados 

F Valor de P 

Entre 
grupos 

3,772 3 1,257 8,0
66 

0,0
001 

Dentro dos 
grupos 

15,59 100 0,155
9 

  

Total 19,36 103    

 

Figura 4.4C Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Média dos 
quadrados 

F Valor de P 

Entre 
grupos 

23330 3 7444 10,
23 

0,0
001 

Dentro dos 
grupos 

62600 86 727,9   

Total 84930 89    

 

Figura 4.4D Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Média dos 
quadrados 

F Valor de P 

Entre 
grupos 

7,813 2 3,906 33,
12 

0,0
001 

Dentro dos 
grupos 

12,03 102 0,118
0 

  

Total 19,84 104    

 

Figura 4.4E Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Média dos 
quadrados 

F Valor de P 

Entre 
grupos 

3,430 2 1,715 10,
63 

0,0
001 

Dentro dos 
grupos 

16,29 101 0,161
3 

  

Total 19,72 103    

 

 

 

Figura 4.4F Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Média dos 
quadrados 

F Valor de P 

Entre 
grupos 

21710 2 10850 14,
89 

0,0
001 
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Dentro dos 
grupos 

64140 88 728,9   

Total 85850 90    

 

Figura 4.8A Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Média dos 
quadrados 

F Valor de P 

Entre 
grupos 

32,72 2 16,36 5,102 0,0081 

Dentro dos 
grupos 

272,6 85 3,207   

Total 305,3 87    

 

Figura 4.8C Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Média dos 
quadrados 

F Valor de P 

Entre 
grupos 

3,334 2 1,667 0,725 0,4884 

Dentro dos 
grupos 

142,5 62 2,299   

Total 145,9 64    

 

Figura 
4.11A 

Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Média dos 
quadrados 

F Valor de P 

Entre 
grupos 

7,898 2 3,949 34,22 0,0001 

Dentro dos 
grupos 

11.31 98 0,1154   

Total 19,21 100    

 

Figura 
4.11B 

Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Média dos 
quadrados 

F Valor de P 

Entre 
grupos 

2,461 2 1,230 7,180 0,0012 

Dentro dos 
grupos 

16,62 97 0,1714   

Total 19,08 99    

 

Figura 
4.11C 

Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Média dos 
quadrados 

F Valor de P 

Entre 
grupos 

27120 2 13560 20,68 0,0001 

Dentro dos 
grupos 

53770 82 655,8   

Total 80890 84    

 

 

Figura 
4.15C 

Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Média dos 
quadrados 

F Valor de P 

Entre 
grupos 

3912 2 1956 5,570 0,0054 
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Dentro dos 
grupos 

29500 84 351,1   

Total 33410 86    

 

Figura 
4.15D  

Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Média dos 
quadrados 

F Valor de P 

Entre 
grupos 

4040 2 2020 5,914 0,0043 

Dentro dos 
grupos 

22880 67 341,5   

Total 26920 69    

 

Figura 
4.15E 

Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Média dos 
quadrados 

F Valor de P 

Entre 
grupos 

2312 2 1156 3,1
23 

0,0
001 

Dentro dos 
grupos 

31090 84 370,2   

Total 33410 86    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



164 

ANEXO V. Manuscrito aceito para publicação 
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ANEXO VI. Artigo publicado em colaboração  
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ANEXO VII. Artigo publicado em colaboração. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



169 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



170 

 

 

 

 

 

 



171 

 


