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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

INFECÇÃO NATURAL DE CÃES COM Leishmania (L.) infantum: CORRELAÇÃO ENTRE 

A RESPOSTA IMUNE CELULAR E O REMODELAMENTO DA MATRIZ 

EXTRACELULAR ESPLÊNICA  

RESUMO 

TESE DE DOUTORADO 

 

Aurea Virginia Andrade da Silva 

O baço é um dos principais órgãos afetados na Leishmaniose visceral canina (LVC) e a 

desorganização de sua microarquitetura tem sido associada à progressão da doença. No presente 

estudo, demonstramos a desorganização e redução da polpa branca esplênica acompanhada pelo 

aumento da carga parasitária, além da redução de linfócitos T CD4+. Além disso, verificamos 

alterações no miroambiente tímico, principal sítio de maturação dos linfócitos TCD4+, de onde 

tem sido descrita a saída de linfócitos T imaturos e apoptose em infecções experimentais com 

Leishmania (L.) infantum. A redução dos linfócitos T CD4+ no baço poderia estar associada à 

saída precoce de linfócitos T imaturos do timo e também a um déficit migratório devido tanto 

às alterações do microambiente esplênico quanto à falha na capacidade responsiva aos 

estímulos quimiotáticos e/ou antigênicos. Assim, Analisamos a correlação entre a 

desorganização da microarquitetura esplênica e a capacidade de migração de células 

mononucleares de sangue periférico (CMSP), esplenócitos e células de linfonodo de cães 

naturalmente infectados com Leishmania (L.) infantum. De uma forma geral o potencial 

migratório celular estava preservado, onde a migração basal de esplenócitos foi maior quando 

comparados às células isoladas do linfonodo. Esplenócitos tiveram maior atividade migratória 

quando comparados aos demais órgãos na presença do antígeno de Leishmania (L.) infantum 

(AgLi) e na presença de CXCL13 e CCL19. Uma vez que o potencial migratório in vitro se 

mostrou preservado, analisamos os componentes do sistema de conduites, que são canais que 

transportam moléculas de pequeno peso molecular como as quimiocinas. Assim, observamos 

redução dos fibroblastos reticulares que revestem e mantém os conduites em animais com 

médio escore clínico. E observamos aumento de colágeno I/III que preenchem o cerne dos 

canais de conduites em animais com alta carga parasitária e com polpa branca desorganizada. 

Hipotetisamos que com o impedimento da migração de células pelas alterações de matriz 

extracelular e rede de conduites, poderia haver um déficit nos processos de ativação de 

linfócitos T levando ao quadro de imunossupressão comumente observado nos animais com 

LVC. Assim, investigamos o processo de ativação celular através da imunomarcação das 

moléculas CD40/CD40L. Demonstramos a redução da expressão de CD40L em animais com 

médio escore clínico. Por fim, observamos redução da expressão da enzima óxido nítrico sintase 

induzida (iNOS) relacionada a desorganização da polpa branca esplênica. É possível que a 

desorganização da polpa branca esplênica observada nos cães naturalmente infectados seja o 

reflexo do comprometimento do sistema de conduites, do transporte e reconhecimento de 

quimiocinas e citocinas resultando em um déficit recrutamento, interação e ativação dos 

linfócitos e macrófagos que atuam na resposta imune mediada por células. Como consequência 

ocorreria falha no controle da carga parasitária que poderia contribuir para a imunossupressão 

e progressão da doença.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

NATURAL INFECTION OF DOGS WITH Leishmania (L.) infantum: CORRELATION BETWEEN 

THE IMMUNE CELLULAR RESPONSE AND THE REMODELING OF THE SPLENIC 

EXTRACELLULAR MATRIX 

 ABSTRACT  

 

TESE DE DOUTORADO 

Aurea Virginia Andrade da Silva 

The spleen is one of the main organs affected in canine visceral leishmaniasis (CVL) and the 

disorganization of its microarchitecture has been associated with the progression of the disease. 

In the present study, we demonstrated the disorganization and reduction of the splenic white 

pulp accompanied by increased parasitic load, in addition to the reduction of CD4+ T 

lymphocytes. In addition, we observed alterations in thymic myroenvironment, the main 

maturation site of TCD4+ lymphocytes, where the exit of immature T lymphocytes and their 

apoptosis has been described in experimental infections with Leishmania (L.) infantum. The 

reduction of CD4+ T lymphocytes in the spleen could be associated with the early exit of 

immature T lymphocytes from thymus and also with a migratory deficit due both to changes in 

the splenic microenvironment and to the failure in the cellular responsiveness to chemotactic 

and/or antigenic stimuli. Thus, we analyzed the correlation between the disorganization of the 

splenic microarchitecture and the migration capacity of peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC), splenocytes and lymph node cells of dogs naturally infected with Leishmania infatum. 

In general, the cellular migratory potential was preserved, where basal splenocyte migration 

was greater when compared to isolated lymph node cells. Splenocytes had greater migratory 

activity when compared to other organs in the presence of Leishmania (L.) infantum  antigen 

(LiAg) and in the presence of CXCL13 and CCL19. Once the in vitro migratory potential was 

preserved, we analyzed the components of the conduit system, which are channels that carry 

small molecular weight molecules such as chemokines. Thus, we observed a reduction in 

reticular fibroblasts that line and maintain conduits in animals with a medium clinical score. 

We observed an increase in collagen I/III that fill the core of conduit channels in animals with 

high parasitic load and with disorganized white pulp. We hypothesized that with the 

impediment of cell migration due to changes in the extracellular matrix and network of 

conduits, there could be a deficit in the activation processes of T lymphocytes leading to the 

immunosuppression commonly observed in animals with LVC. Thus, we investigated the cell 

activation process through the immunostaining of CD40/CD40L molecules. We demonstrated 

a reduction in CD40L expression in animals with a medium clinical score. Finally, we observed 

a reduction in the expression of the enzyme inducible nitric oxide synthase (iNOS) related to 

the disorganization of the splenic white pulp. It is possible that the disorganization of the splenic 

white pulp observed in naturally infected dogs is a reflection of the impairment of the conduit 
system, transport and recognition of chemokines and cytokines resulting in a deficit in 

recruitment, interaction and activation of lymphocytes and macrophages that act on the immune 

response cell-mediated. As a consequence, there would be a failure to control the parasitic 

burden that could contribute to immunosuppression and disease progression. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

 

1.1 As Leishmanioses 

 

As Leishmanioses são um grupo de doenças infecciosas com amplo espectro clínico 

estando distribuídas em 5 continentes e endêmicas em pelo menos 102 Países. As Leishmanioses 

estão inseridas entre as 5 principais doenças parasitárias estando em terceiro lugar entre as doenças 

tropicais negligenciadas, antecedidas por malária e doença de Chagas (1) respectivamente. 

Atualmente, estima-se que são registrados 1,3 milhões de novos casos de Leishmanioses dos quais 

20.000-30.000 evoluem para óbito a cada ano (1–4). A distribuição das Leishmanioses ocorre em 

paises de todos os continentes, dos quais destacam-se Etiópia, Índia, Sudão, Kênia, Afeganistão, 

Irã, Síria e Brasil (3,5), totalizando 90% dos casos de Leishmaniose visceral e 70% dos casos de 

Leishmaniose tegumentar (3). Atualmente, 1 milhão de pessoas vivem em áreas endêmicas e 

correm risco de contrair a infecção, e estimam-se que anualmente ocorra o registro de 1 milhão de 

casos da Leishmaniose tegumentar e 300 mil casos da Leishmaniose visceral, forma grave das 

Leishmanioses (6,7). No Brasil observam-se tanto casos de Leishmaniose tegumentar, quanto 

visceral.  

Esta zoonose tem como agente etiológico o protozoário do gênero Leishmania sp. 

apresentando pelo menos 30 espécies que causam os diferentes espectros clínicos das 

Leishmanioses. Dentre elas, destacam-se no Brasil as espécies Leishmania (Viannia) braziliensis e 

Leishmania (Leishmania) infantum, agentes da Leishmaniose Tegumentar Americana e 

Leishmaniose Visceral, respectivamente (8,9). As Leishmanioses apresentam amplo espectro 

clínico que podem ser determinados pela espécie envolvida, pelo estado imunológico do hospedeiro 

e pela presença de comorbidades (10–12). Variam desde formas cutâneas auto resolutivas, passando 

por lesões tegumentares de evolução variável conhecidas como: Leishmaniose cutânea (LC- lesões 

autolimitadas de pele), Leishmaniose difusa (LD- lesoes cutaneas vegetantes, usualmente 

resistentes ao tratamento) e Leishmaniose Mucosa (LM caracterizadas por lesão em tecidos 

mucosos principalmente das vias aerodigestivas superiores) (2), até acometimento de vísceras 

principalmente do sistema linfohematopoiético denominada Leishmaniose visceral (LV). Esta 

última é a forma mais grave das Leishmanioses sendo marcada pela disseminação sistêmica do 
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parasita, evolução do quadro clínico para fase crônica e óbito quando não tratada adequadamente 

(13). 

 A Leishmaniose visceral difere das demais Leishmanioses por sua evolução clínica com 

acometimento de vísceras e comprometimento geral das funções biológicas do hospedeiro. Os 

principais órgãos afetados são aqueles ricos em células do sistema fagocítico mononuclear, como 

baço, linfonodos, medula óssea e fígado. No ambiente urbano, cães são implicados como 

reservatórios do parasita e fonte de infecção para os vetores flebotomíneos. Seu papel no ciclo de 

transmissão é importante, pois o surgimento de casos caninos precede a detecção de casos humanos 

(10,14). Além do mais, as profilaxias aplicadas no controle e no tratamento da Leishmaniose 

visceral canina não apresentam resultados satisfatórios e muitas das vezes são aplicadas de forma 

indiscriminada, levando assim, ao crescimento do número de casos caninos e consequentemente de 

casos humanos (15–17). Desta forma, a Leishmaniose visceral é uma zoonose com elevada 

importância sanitária.  

 

1.2 Agente etiológico das Leishmanioses  

  

As diferentes formas clínicas das Leishmanioses são resultantes de dois fatores: da 

diversidade de espécies capazes de infectar o hospedeiro, sendo descritas aproximadamente 30 

espécies infectantes aos mamíferos que, quando comparadas entre si, mostram uma singularidade 

espécie-específica (8,18) e da capacidade de resposta imune do hospedeiro(19). Assim sendo, o 

quadro clínico do hospedeiro em resposta à infecção por Leishmania sp irá depender da interação 

parasita-hospdeiro(10,11,20). Em relação à diversidade do parasita, as Leishmanioses possuem 

como agente etiológico o parasita do gênero Leishmania que é representado por dois subgêneros, 

Leishmania e Viannia. O subgênero Leishmania comporta as espécies Leishmania (Leishmania) 

donovani, Leishmania (Leishmania) tropica, Leishmania (Leishmania) major, Leishmania 

(Leishmania) aethiópica, Leishmania (Leishmania) infantum e Leishmania (Leishmania) 

mexicana. Já o subgênero Viannia comporta as espécies Leishmania (Viannia) braziliensis, 

Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, 

entre outras (8,21,22). Os subgêneros foram classificados assim uma vez que as espécies agrupadas 

no subgênero Leishmania apresentam multiplicação no intestino anterior e intestino médio do 
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flebotomineo. Já as espécies agrupadas no subgênero Viannia apresentam desenvolvimento no 

intestino posterior do inseto (22,23). 

Cupolillo et al (22) propuseram uma organização do gênero Leishmania em sessões 

Euleishmania e Paraleishmania, em que  as espécies agrupadas no  subgênero Leishmania e Viannia 

estão inseridas na sessão Euleishmania. A organização dos subgêneros em Euleishmania e 

Paraleishmania pode ser realizada através das técnicas moleculares, como por exemplo, a 

eletroforese de enzima multilocus (MLEE), o polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrição 

(RFLP) e espaço interno transcrito (ITS-1). Tais ferramentas utilizadas para a classificação desta 

organização são importantes, uma vez que abrem caminho para a identificação da espécie infectante 

(10,11).  

Além da classificação quanto as formas de identificação das espécies, é usual distribuir 

geograficamente as espécies de Leishmania quanto a sua circulação no velho e novo mundo. No 

velho mundo há a circulação das espécies L. (L.) donovani, L. (L.) infantum, L. (L.) major, L. (L.)  

aethiopica e L. (L.) tropica. Já no novo mundo, as espécies circulantes são L. (L.) amazonensis, L. 

(L.) infantum, L. (L.) mexicana, L. (V.) braziliensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) guyanensis, entre outras 

(21,23).  

De uma forma geral, os parasitas do gênero Leishmania apresentam duas formas 

evolutivas, a forma amastigota e a forma promastigota (24). As formas amastigotas são observadas 

no interior de células do sistema fagocitário mononuclear do mamífero apresentando flagelo não 

exteriorizado e corpo arredondado (25). No entanto, estas formas podem também ser observadas 

livres nos tecidos como resultado do rompimento de macrófagos (26). Já as formas promastigotas 

apresentam flagelo livre e corpo alongado sendo muito móveis, e são observadas no interior do tubo 

digestivo do vetor e em culturas a 26°C. No inseto vetor, as formas promastigotas realizam a 

metaciclogênese, caracterizada pela diferenciação das promastigotas nas formas procíclica, 

nectomona, leptomona e por último a forma infectante: a promastigota metacíclica (27,28). A 

metaciclogênese pode ocorrer também em culturas em meios específicos, e é dependente de 

mudanças bioquímicas, moleculares e morfológicas que impactam no pefil infectivo das 

promastigotas (29,30).  
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1.3 Vetor e Ciclo biológico da Leishmaniose 

 

As fêmeas do inseto da subfamília Phlebotominae realizam o repasto sanguíneo, uma vez 

que necessitam das proteínas presentes no sangue de mamíferos para completar seu ciclo 

gonadotrófico e realizar a postura de ovos, em média 3-5 dias após a ingestão de sangue (31–34). 

As fêmeas do inseto vetor durante o repasto sanguíneo podem tanto regurgitar a forma promastigota 

metacíclica na derme do mamífero quanto ingerir novas células de sistema fagocitário infectadas 

com formas amastigotas (35–37). A subfamília Phlebotominae é agrupada em 5 gêneros: 

Phlebotomus, Lutzomyia, Brumptomyia, Sergentomyia e Warileya (38,39) onde destacam-se no 

Brasil o gênero Lutzomyia, no qual apresenta maior distribuição geográfica, apresenta elevada 

capacidade vetorial e é o principal vetor da espécie Leishmania (L.) infantum (40,41). 

A presença do parasita no vetor pode influenciar a sobrevivência do inseto. As formas 

promastigotas metacíclicas acumulam-se na porção anterior do estômago e o proventrículo do 

insetor vetor e esse acúmulo pode afetar o processo de repasto sanguíneo, pois dificultam a 

passagem do sangue ingerido (42). As fêmeas do vetor então regurgitam na derme do mamífero 

uma massa contendo as formas promastigotas metacíclicas e saliva, e essa ação pode ocorrer mais 

de uma vez enquanto durar o processo de repasto sanguíneo (27,34). A saliva do inseto vetor contém 

uma importante proteína, a Maxidilam (43,44), que auxilia no recrutamento das células do sistema 

fagocitário, e portanto contribui para o estabelecimento da infecção no mamífero (33,35).  

Macrófagos, neutrófilos e células dendríticas são importantes células do sistema 

reticuloendotelial (SRE), também conhecido por sistema mononuclear fagocitário, que atuam na 

varredura dos tecidos a procura  de patógenos,antígenos e fragmentos celulares no organismo de 

mamíferosrealizando um screening do tecido em um evento natural na manutenção e defesa do 

micromabiente(45,46). Assim, durante este processo natural de varredura dos tecidos, as células do 

sistema reticuloendotelial encontram fatores associados ao parasita infectante, ou até mesmo o 

próprio parasita, recrutando outras células deste sistema para o ambiente infectado (45). A interação 

das células do sistema reticuloendotelial com as formas promastigota de Leishmania sp. através de 

receptores de manose, receptores do tipo Tol (TRL)  e seus respectivos ligantes resulta na fagocitose 

destes parasitas(45). Cada célula do sistema reticuloendotelial apresentará individualidades na 

interação, processamento e eliminação do parasita intarcelular(45,47–50), assim, para fim de 
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exemplificação do ciclo biológico será dado ênfase no mecanimo de interação entre macrófagos e 

promastigota de Leishmania sp. Uma vez no interior dos macrófagos, a fusão entre o vacúolo 

parasitóforo e vacúolo lisossomal resulta na criação de um microambiente intracelular ácido 

estimulando a diferenciação das formas promastigotas em amastigotas, que são formas resistentes 

ao microambiente ácido formado através da alteração do pH e outros fatores bioquímicos no 

vacúolo parasitóforo(51,52). Após a fagocitose e diferenciação das formas promastigotas em 

amastaigotas, o parasita inicia seu processo de replicação o que induzirá na lise da membrana 

extracelular dos macrófagos infectados e na liberação das formas amastigotas que sobreviveram ao 

microambiente ácido, assim, estas formas livres serão novamente infectadas por outras células do 

sistema reticuloendotelial.  

A fagocitose do parasita pelas células reticuloendoteliais são importantes mecanismos 

para a limpeza do sitio de infecção, além disso, as células mononucleares infectadas deixam o 

sitio de infecção e migram em direção aos órgãos linfoides secundários que são importantes 

órgãos onde haverá a apresentação antigênica de epitopos de Leishmania sp. para os linfócitos 

T e B. Vale destacar que neste transito migratório em direção aos órgãos linfoides, o sistema 

circulatório tanto linfático quanto sanguíneo desempenham importante papel (24,53,54). 

Durante o repasto sanguíneo, fêmeas do flebotomínio podem ingerir o sangue do mamífero 

contendo células mononucleares infectadas e assim infectando um novo vetor, onde as células 

infectadas sofrerão lise de seua membrana liberando as formas amastigotas que rapidamente se 

diferenciam nas formas promastigotas (55–59) e tais formas se diferenciam, metaciclogênese, 

que consiste na diferenciação de promastigotas em promastigotas prociclicas, nectomonas, 

haptomonas e metaciclicas e essas diferenciações impactam na capacidade é devido a adaptação 

bioquímica do parasita no interior do vetor (60). O ciclo biológico do parasita no vetor e no 

mamífero está exemplificado na figura 1.3. 
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Figura 1.3- Esquema ilustrativo do ciclo biológico da Leishmania sp. no vetor e no 

hospedeiro mamífero. 1) Fêmeas do inseto vetor realizam o respasto sanguíneo para o 

amadurecimento do seu ciclo gonodotrófico e regurgitam as formas promastigotas metacíclicas na 

derme do mamífero. 2) As formas promastigotas são fagocitadas por células do sistema fagocitário. 

3) As formas promastigotas no interior de macrófagos se diferenciam em amastigotas. 4) No interior 

dos macrófagos, as amastigotas realizam divisão binária e ocorre a lise dos macrófagos. 5) Ao 

realizarem repasto sanguíneo, fêmeas do inseto vetor ingerem macrófagos e demais células do 

sistema fagocitário infectados com as formas amastigotas. 6) Já no intestino do inseto vetor, as 

formas amastigotas são liberadas. 7) As formas amastigotas livres se diferenciam em promastigotas 

e iniciam processo de replicação. 8) As formas promastigotas migram para a porção anterior do 

estômago e proventrículo do inseto e amadurecem nas formas infectantes (promastigotas 

metaciclicas) que serão regurgitadas na derme do mamífero. Site: 

https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/ com modificações. 
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1.4 Reservatório do parasita Leishmania (L.) infantum causadora das formas 

viscerais da Leishmaniose 

 

Reservatórios são animais vertebrados capazes de manter o ciclo de vida do parasita e de 

participarem da transmissão do parasita ao vetor (39). Segundo Roque & Jansen (61), a 

classificação de um mamífero em um reservatório  vai depender de 3 vias: 1) Fatores biológicos do 

mamífero, tais como espécies, coinfecções, comorbidades, sexo, idade e padrão comportamental; 

2) Características relacionadas ao parasita: espécie infectante, forma infectante, tempo de geração, 

características bioquímicas e moleculares e tamanho do inóculo; por último, 3) Capacidade vetorial, 

que é a medida da infectividade e transmissibilidade entre o mamífero e o inseto vetor, a capacidade 

de propagar o parasita. A capacidade vetorial vai depender tanto das condições ambientais quanto 

da influência da presença do parasita no organismo do inseto vetor, que será discutido na sessão 

parasita-hospedeiro (61–63). O parasita L. infantum tem como hospedeiros diferentes mamíferos 

domésticos e selvagens, mas nem todos os hospedeiros atendem aos critérios de classificação como 

reservatórios.  

Assim, quando observamos o ambiente rural, periurbano e urbano, temos o cão como 

mamífero considerado reservatório da Leishmania. (L.) infantum. (40,64,65), uma vez que este 

mamífero apresenta intensa carga parasitária na pele e no sangue e tem sido descrito na literatura a 

infecção do vetor através do repasto sanguíneo em cães tanto com baixa quanto com alta carga 

parasitária (66–68). Assim, pode-se observar que o cão, juntamente com o inseto vetor, pode estar 

associado ao processo de dispersão do parasita nos ambientes rurais, periurbanos e urbanos. Além 

disso, o número de casos canino precede o número de casos humanos, inferindo o papel do cão 

como reservatório do parasita nestes ambientes (69).  

Apesar da associação entre os casos humanos e caninos de Leishmaniose visceral, muitos 

dados ainda são controversos, gerando uma discussão sobre papel do cão como reservatório. Desta 

forma, Rocha e colaboradores (70) descreveram momentos diferentes entre os casos de 

Leishmaniose visceral em humanos e cães: no período de 2007-2012 em Alagoas-Nordeste do 

Brasil, houve maior índice de casos caninos e no período entre 2011-2013 houve maior número de 

casos humanos quando comparados com casos caninos. A intercessão entre os casos aconteceu em 

2011 quando o número de casos caninos era menor e o número de casos humanos era maior. Estes 

dados corroboram para fortificar as vias de classificação do cão como possível reservatório. Além 
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disso, esse estudo ressalta a importância da vigilância epidemiológica, para que sejam direcionadas 

melhores propostas e ferramentas, para o controle tanto do reservatório quanto do vetor, que tem 

sido negligenciado. (32). Para o controle do reservatório, os centros de zoonoses são responsáveis 

pela investigação de casos, principalmente em regiões endêmicas para a Leishmaniose visceral e a 

remoção dos reservatórios positivos para a infecção por L. (L.) infantum (65).  

A eutanásia de cães infectados com L. (L.) infantum tem sido questionada, uma vez que 

a remoção somente do  reservatório não tem demonstrado dados satisfatórios que permitam o 

controle dos casos humanos  (65,71,72). Isso é em parte devido ao tempo longo entre o diagnóstico 

e a eutanásia do animal.  Além disso, temos que levar em consideração que o controle do vetor é 

uma tarefa extremamente difícil, o que contribui para a manutenção da circulação do parasita. 

Assim, a eutanásia como medida de controle isolada tem sido revisada, por apresentarem efeitos 

controversos na redução de casos e devido a ligação afetiva entre os tutores e seus cães domésticos, 

que muitas vezes fornecem suporte emocional. Ademais, a remoção do animal infectado é 

normalmente acompanhada pela inserção de um novo animal no ambiente, comumente jovem e 

mais suscetível (73,74). Tal comportamento fortifica a necessidade de somar medidas de controle 

do vetor às medidas de controle do reservatório, que devem ser mais ágeis e eficientes, e educação 

da população frente ao combate das Leishmanioses.  

 

1.5 Leishmaniose visceral  

 

A Leishmaniose visceral é caracterizada pelo acomentimento múltiplo de órgãos como 

cérebro, intestino, rins, linfonodo, baço e fígado (9,55,59,75–77).  No novo mundo, a L. (L.) 

infantum é o principal agente etiológico da Leishmaniose visceral e tem o cão como animal 

reservatório desta espécie no ambiente urbano (67).  

  

1.5.1 Leishmaniose visceral canina 

 

A Leishmaniose visceral canina é caracterizada pelo acometimento de diversos órgãos 

levando a sinais clínicos variados. Os principais sinais clínicos observados são: onicogrifose, lesão 

ocular, dermatite, emagrecimento, ceratoconjuntivite, linfadenopatia, esplenomegalia e 
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hepatomegalia (55,77–79). Apesar da descrição desses sinais clínicos em infecções caninas 

experimentais (36,78), não é possível afirmar que estes sinais são resultantes da infecção pelo 

parasita em questão, porém, cães positivos para a infecção por Leishmania. (L.) infatum  apresentam 

com grande frequência pelo menos um desses sinais clínicos (9,55,77).  

O quadro clínico do animal é uma importante ferramenta visual que,  ao ser somado aos 

parâmetros hematológicos e bioquímicos como exemplo, leucopenia, linfopenia, alterações de 

enzimas hepáticas, hipergamaglobulinemia, comprometimento dos progenitores mielóides e 

anemia (78,80–83) podem auxiliar no diagnóstico da Leishmaniose visceral canina. Além disso, os 

parâmetros hematológicos e bioquímicos podem ser usados para direcionar o tratamento e o 

prognóstico da doença, ou em casos de prognóstico desfavorável a aplicação da eutanásia 

(65,84,85). 

Em cães naturalmente infectados com Leishmania. (L.) infantum tem sido descrito um 

quadro imunológico de resistência e susceptibilidade à infecção. No perfil de resistência à infecção 

é observada a atuação conjunta  entre as respostas mediadas por linfócitos Th1 e Th2 com a 

prevalência da resposta Th1/Th17, linfócitos TCD4+ e expressão de citocinas como TNF-α, IFN-γ, 

IL-2 e RNAm de IL-17 (86–88). No entanto, no perfil de susceptibilidade à infecção é observado o 

predomínio da resposta imune mediada por linfócitos Th2 e com a expressão de citocinas como IL-

5, IL-10, TGF-β (86–88). Vale destacar aqui que um cão com perfil de resistência à infecção pode 

evoluir para o perfil susceptível à infecção. Santana e colaboradores (77) descreveram que, em cães 

naturalmente infectados com Leishmania. (L.) infantum, o perfil de resistência à infecção é 

associado a presença do parasita na derme, mas não cultura parasitológica de aspirado do baço o 

que pode inferir controle da carga parasitária. Ao passo que no perfil de susceptibilidade à infecção 

foi observada a presença do parasita tanto na derme quanto na cultura parasitológica de aspirado 

do baço, indicando uma possível falha no controle da carga parasitária.  

Em infecção natural canina com perfil susceptível tem sido descrito o quadro de 

imunossupressão da resposta imune celular mediada por linfócitos Th1 e predomínio da atividade 

de linfócitos Th2 (89). Este quadro de imunossupressão é marcado pela presença de granulomas 

contendo macrófagos e parasitas íntegros principalmente na pele, linfonodo e baço, além da 

descrição da apoptose de linfócitos T (89,90). A imunossupressão da resposta Th1 está associado 

ao aumento daresposta imune do perfil Th2 com a produção de citocinas imunoregulatórias, além 
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da produção de imunoglobulinas que não são eficazes na elimanção do parasita Leishmania 

favorecendo o quadro de falha no controle da carga parasitária e progressão da doença. Assim o 

animal resistente evolui para o perfil de susceptibilidade acarretando  alterações histológicas 

variadas nos órgãos linfoides secundários, como linfonodo e baço caracterizando a progressão da 

doença (59,77,79,87,88,90).  

 

1.5.2 Diagnóstico da Leishmaniose visceral canina (LVC) 

 

Para o diagnóstico da LVC é recomendada a detecção de anticorpos contra  parasitas 

(métodos imunológicos), a visualização do parasita (métodos parasitológicos), ou a detecção do 

material genético específco da Leishmania sp.em investigação (métodos moleculares) (91). As 

ferramentas de diagnóstico aplicadas no Brasil são: investigação da presença de anticorpos pelo 

ensaio imunoenzimático (ELISA) e imunofluorescencia indireta (IFI), e cultura parasitológica ou 

diagnóstico citológico de biópsia e aspirado de baço, medula óssea ou linfonodo. Além disso, 

recentemente o Ministério da Saúde preconizou que seja feito uma triagem de casos, principalmente 

em áreas endêmicas, com teste cromatográfico sorológico rápido de plataforma dupla (DPP®) e a 

confirmação do resultado com o teste sorológico ELISA (16,92,93).  

A LVC tem uma importante característica no seu perfil clínico, onde muitos animais 

apresentam forte resposta imune mediada por células, baixa carga parasitária e baixa produção de 

imunoglobulinas e tal fator pode influenciar no resultado do diagnóstico quando o mesmo for 

sorológico (83,94,95). Os testes sorológicos são produzidos a partir da utilização de antígenos 

brutos ou recombinantes de Leishmania sp. Nos testes compostos por antigenos recombinantes há 

a combinação de diferentes porções antigênicas em uma única recombinação e a sua utilização em 

testes sorológicos como ELISA e teste imunocromatográfico rápido (DPP® Biomanguinhos) 

aumenta a especificidade do teste, uma vez que é feito a partir da recombinação de diferentes 

proteínas do parasita Leishmania (L.) infantum. Atualmente tem sido utilizado o antígeno 

recombinante K28, feito a partir da recombinação das protreínas K9, K26 e K39 do complexo 

Leishmania donovani o que elevou a sensibilidade destes testes em cães (96–100).  

Um importante ponto a ser ressaltado é o fato de que cães infectados com Leishmania. 

(L.) infantum podem ser classificados em dois importantes grupos: cães com ausência de sinais 
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clínicos e cães com a presença de sinais clínicos. Em geral, animais assintomáticos apresentam 

baixa produção de imunoglobulinas e carga parasitária mais controlada (77,101). Por outro lado, 

animais sintomáticos frequentemente mostram alta produção de imunoglobulinas do tipo IgG (IgG1 

e IgG2) e alta carga parasitária (95). Assim, para a aplicação dos testes sorológicos deve-se levar 

em consideração o quadro clínico deste animal, uma vez que animais assintomáticos podem 

apresentar resultados falso-negativos aos testes sorológicos. A sensibilidade destes testes varia de 

50-80% (94,102,103) nestes animais. Uma importante forma de complementar o diagnóstico 

sorológico é aplicação de métodos parasitológicos para o diagnóstico da LVC.  

Desta forma, a cultura parasitológica é considerada um padrão ouro para diagnóstico pelo 

Ministério da Saúde (24). Para a realização do diagnóstico de cultura parasitológica é necessária a 

coleta de material biológico do animal, como aspirado de linfonodo, baço, medula óssea ou swab 

de lesão. Após a coleta deste material, o mesmo é adicionado em tubos contendo meio sólido Novy-

MacNeal-Nicolle (NNN) e meio líquido Scheneider e condicionados em estufa de CO2 à 26°C. 

Após um período entre 7 a 30 dias, é possível observar a presença das formas promastigotas na fase 

líquida do meio de cultivo.  

Outro método parasitológico que pode ser utilizado no diagnóstico da LVC é o exame 

direto, no qual são observadas formas amastigotas em amostras clínicas obtidas de  medula óssea, 

linfonodo e baço (91). As amostras clínicas são fixadas em lâminas de microscopia e coradas com 

corantes do tipo Romanowsky como giemsa, wrigth ou panótico rápido.  Neste, é possível observar 

amastigotas no interior de células do sistema fagocítico ou livres no meio extracelular devido ao 

rompimento de macrófagos infectados (91,92). Vale ressaltar que a carga parasitária nestes órgãos 

pode ser muito variável influenciando no resultado do teste e tornando o diagnóstico da LVC um 

desafio (97,104), uma vez que, independente da carga parasitária nos órgãos linfoides, os cães 

podem apresentar as formas amastigotas na derme e assim serem fontes de infecção ao inseto vetor 

(68). 

As ferramentas moleculares têm sido aplicadas para o diagnóstico da LVC com o 

objetivo de investigar a presença de material genético da L. (L.) infantum em amostras biológicas. 

Os alvos mais aplicados no diangóstico baseado na reação em cadeia da polimerase (PCR) são DNA 

de cinetoplasto (kDNA), espaço interno transcrito -1 (ITS-1), proteína de shock térmico (HSP-70) 

para PCR convencional. Também é utilizado o gene que codifica a proteína da pequena subunidade 
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ribossomal (ssuRNA) de L. (L.) infantum para amplificação e quantificação por PCR em tempo real 

do (10,52,53, 102).  

 

1.5.3 Tratamento da Leishmaniose visceral canina 

 

No Brasil, a aplicação de fármacos para o tratamento da Leishmaniose visceral canina 

foi liberada recentemente (64), podendo-se destacar dois fármacos, miltefosina e alopurino,l que 

são administrados em conjunto para o tratamento da Leishmaniose visceral canina. No velho mundo 

a miltefosina tem sido administrada para tratamento de cães com infecção comprovada (64,105–

107). 

Apesar do fármaco em questão estar sendo aplicado no tratamento da Leishmaniose 

visceral canina, ainda pouco se sabe sobre o efeito da miltefosina sobre o parasita.  Estudos usando 

a espécie Leishmania (L.) donovani indicam que o fármaco miltefosina induz a quebra da 

homeostase do fluxo de cálcio (108), resultando na alcalinização de organelas do parasita. Além 

disso, a miltefosina tem efeito inibitório na síntese de lipídeos em parasitas da ordem 

Kinetoplastida. Assim, a miltefosina juntamente com alopurinol tem efeito alquil-lisofosfolipídeo 

interferindo na ação da enzima citocromo C oxidase em mitocôndrias do parasita, resultando na 

redução da produção de oxigênio e níveis de adenosina trifosfato (ATP) levando o parasita a morte 

por apoptose (108–110).  

Nogueira e colaboradores (64) descreveram a remissão dos sinais clínicos de cães 

naturalmente infectados com L. (L.) infantum em São Paulo-Brasil após 60 dias do tratamento com 

miltefosine, no entanto, após 90 dias de tratamento, os animais ainda mantinham carga parasitária 

detectável apesar de apresentarem redução do potencial de infecção do vetor avaliado por 

xenodiagnóstico.  

Embora esses dados sejam promissores, é importante destacar que o tratamento não 

elimina totalmente a presença do parasita e a recidiva é frequente, sendo necessário o 

acompanhamento periódico do animal e com a possibilidade de refazer o uso dos fármacos 

(109,111,112). Outro ponto importante de se destacar é que o tratamento é citotóxico e apresenta 

efeitos colaterais nocivos ao animal (109,113,114), além de ser caro e a doença ter predominância 

em regiões carentes fazendo com que haja a frequente interrupção do tratamento favorecendo o 
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surgimento de cepas resistentes (115,116). Tais fatores somados ao fato de que a miltefosina é 

aplicada no tratamento humano, levanta o debate da aplicação deste e de outros fármacos em 

tratamento canino, que só poderiam ser considerados eficazes quando fosse capaz de promover a  

eliminação total do parasita (109,117–119).  

 

1.5.4 Vacinas para a Leishmaniose visceral canina  

 

Existem 4 modelos de vacinas que foram liberadas como medida preventiva contra a 

Leishmaniose visceral canina: a Leishmune®, CaniLeish®, LeishTec® e Letifend®(120). Destas, 

as vacinas CaniLeish® e Letifend® são utilizadas na Europa, Argentina e Paraguai. Já a LeishTec® 

é aplicada no Brasil. A Leishmune®, que era aplicada no Brasil, foi retirada de comercialização 

(120,121), pois não atendeu todos os critérios de eficácia segundo o Ministério da Agricultura 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) e retornou para a fase III de estudo. Além disso, não era possível 

diferenciar cães vacinados de cães infectados pelo teste ELISA o que gerava resultados falso 

positivos e a remoção equivocada e desnecessária de animais (93,122). Assim, a vacina 

comercializada no Brasil tem sido a LeishTec®, sendo aplicada em 3 doses com intervalo de 21 

dias e sua taxa de proteção é de aproximadamente 71% e apresenta baixa taxa de reação cruzada 

com o ELISA (122).  

Existe uma ampla discussão entre a eficácia, eficiência e taxa de soroconversão entre a 

Leishmune® e LeishTec® (93,99,123). Porém, é importante destacar que a Leishmania sp. é um 

parasita intracelular obrigatório e que a resposta humoral, ou seja, baseada na produção de 

anticorpos não é o ideal, uma vez que, os anticorpos não atuam no interior da célula infectada, mas 

sim na neutralização do parasita livre no ambiente extracelular (124–129). Desta forma, espera-se 

de uma vacina que ela seja composta por epítopos imunogênicos capazes de induzir uma resposta 

celular contra o parasita Leishmania sp.  

 

1.6 Interação parasita-hospedeiro 

 

1.6.1 Acometimento dos órgãos e interação parasita-hospedeiro 
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A possibilidade do estudo da infecção natural canina tem permitido o entendimento dos 

mecanismos imunopatologênicos envolvidos na interação parasita-hospedeiro em diferentes órgãos 

bem como o impacto desta interação no microambiente tecidual (9,10,55,59,130–132). O parasita 

pode induzir modificações neste microambiente, como exemplo o remodelamento da matriz 

extracelular que permite a livre circulação de células importantes para o desenvolvimento da 

resposta imunológica frente ao parasita Leishmania (L.) infantum (133). O remodelamento da 

matriz extracelular durante um processo infeccioso pode originar diferentes produtos da degradação 

dos seus componentes estruturais através de ação enzimática. Os segmentos interconectados (ICS) 

são exemplos de produtos da degradação de fibronectina da matriz extracelular, e podem 

intensificar o processo de fagocitose de Leishmania spp. por macrófagos, uma vez que ligam-se na 

superfície do parasita que assim são reconhecidos aumentando o potencial de fagocitose (134). Vale 

ressaltar também, que esses fragmentos de fibronectina, degradados pela metaloprotease GP63 

inibem a atividade microbicida mediada pela produção de espécies reativas de oxigênio pelos 

macrófagos, favorecedo a sobrevivência do parasita nestas células  (135,136).  

Desta forma é possível observar a importância dos estudos imunopatologênicos 

envolvidos na interação parasita-hospedeiro levando em consideração a interação do parasita com 

a matriz extracelular do tecido infectado uma vez que é neste ambiente em que será organizada a 

resposta imunológica frente ao parasita (137–139).  

 

1.6.2 Interação parasitária com mecanismos imunológicos na derme e migração 

para os órgãos linfoides secundários 

 

A junção dermo-epidérmica consiste no sítio de infecção e nela ocorre a primeira linha 

de defesa contra a Leishmania sp (140). A resposta imune inata é iniciada na pele e conta com a 

ação de neutrófilos, eosinófilos, macrófagos residentes, células dendríticas resistentes, citocinas e 

sistema complemento (48,139,141). Assim, as espécies viscerotrópicas apresentam mecanismos de 

evasão para vencer esta primeira linha de resposta imune (25).  A pele é o maior sistema/órgão do 

corpo de mamíferos e recobre todo o sistema corpóreo. A pele protege o organismo da perda de 

água, diversos traumas como físicos e químicos, além de proteger contra a infecção por diferentes 

microrganismos como bactérias e fungos que vivem na microbiota cutânea e contra patógenos que 
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são inoculados diretamente nas camadas internas da pele, como os patógenos transmitidos por 

vetores (142,143).  

A pele é subdividida em 2 camadas, a epiderme e a derme  (142). A epiderme é a camada 

mais superficial da pele. Nela, é possível observar a presença de queratinócitos, melanócitos, 

células de Merkel e células de Langerhans (144). Já a derme, é formada por tecido conjuntivo 

colágeno denso não modelado, colonizado por diferentes células, dentre elas destacam-se 

principalmente fibrócitos, macrófagos, células dendríticas e linfócitos T ativados (142). A derme 

acomoda toda a parte fluída fechada da pele, tais como os vasos sanguíneos e linfáticos (142–144).  

Durante o repasto sanguíneo, o Lutzomyia longipalpis regurgita na junção dermo-

epidérmica as formas promastigotas metaciclicas da Leishmania. (L.) infantum juntamente com 

diversas proteínas, incluindo a proteína salivar maxidilan que atua como vasodilatadora, auxiliando 

no aumento do fluxo sanguíneo na região de repasto, auxilia nos mecanismos de evasão do parasita 

(145–147). Em modelo murino de infecção experimental com L. (L.) major e saliva do vetor houve 

uma resposta exacerbada quando comparado a infecções na ausência da saliva (146–148). 

A interação do parasita com as proteínas da matriz extracelular somada ao processo de 

vasodilatação contribuem para a entrada de importantes componentes da resposta imune inata, 

como as proteínas do complemento (149), que podem recobrir toda a membrana das formas 

promastigotas metaciclicas lisando o parasita através da formação de poros devido a deposição de 

proteínas solúveis que formam o complexo de ataque a membrana (MAC). Porém, devido a 

mecanismo de evasão, os parasitas do gênero Leishmania conseguem neutralizar o sistema 

complemento a partir da expressão das proteínas transmembranares lipofosfoglicana (LPG) e 

metalopeptidase GP63 (142,150–152). Em cultura experimental usando soro humano e Leishmania 

sp. e na ausência dessas proteínas, as leishmanias são mais susceptíveis a lise pelo sistema 

complemento (142,150–152).  

Em contrapartida, o produto da ação enzimática do complemento e a própria maxidilan 

recrutam fagócitos importantes para o sítio de infecção, como neutrófilos que fagocitam as formas 

promastigotas (153,154). Além da fagocitose, neutrófilos emitem redes de DNA, as NETs, 

contendo proteínas como histonas, elastinas e grânulos tóxicos que recobrem as leishmanias 

levando a contenção e lise dos parasitas. Este processo de morte é conhecido como NETose e é um 

importante mecanismo da resposta imune inata (155–158). No entanto, neutrófilos isolados de cães 
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naturalmente infectados com L. (L.) infantum, mostraram menor habilidade em controlar o parasita 

in vitro quando comparados com neutrófilos que foram isolados de animais não infectados.  

Produtos da interação entre a Leihsmania sp. e neutrófilos como a expressão da proteína 

inflamatória de macrófago (MIP-1β) e por corpos apoptóticos de neutrófilos são capazes de recrutar 

macrófagos (46). A interação entre Leishmania sp. e macrófagos se dá através da ligação dos 

receptores  de complemento como CR1, MAC-1, receptor de fibronectina e receptor de manose 

com seus alvos presentes na superfície das Leishmania sp. (46,159) o que pode levar a ativação da 

ação microbicida de macrófagos. 

Muitos fatores ativam os macrófagos, tais como INF-γ eTNF-α, além de outras citocinas 

(128,160,161) que somadas, ativam a função microbicida de macrófagos, mediada pela produção 

de intermediários reativos de oxigênio (ROS) e espécies reativos de nitrogênio (RNS) através da 

óxido nítrico sintase induzida (iNOS) (156,162,163). Macrófagos exibem dois importantes perfis 

funcionais, são eles macrófagos M1 e M2. Em infecção por Leishmania sp. o perfil de resistência 

está associado à presença de macrófagos do perfil M1 na presença de citocinas como de IL-2, IL-

12, IFN-γ, onde estes macrófagos irão ter a produção de óxido nítrico a partir da expressão e 

ativação da enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS) que catalizará a transformação da arginina 

em óxido nítrico. Por outro lado, em prença de citocinas como IL-4 e IL-13, TGF-β e IL-10, 

macrófagos são ativados através da via alternativa e assim são polarizados em perfil M2 e tem a 

conversão de arginina em poliaminas através da catalização da enzima arginase. (163,164, 165,166) 

no interior dos macrófagos e essa ativação está associada ao perfil de susceptibilidade à infecção, 

uma vez que o produto da reação pela arginase não é eficaz contra o parasita intracelular 

favorecendo assim seu crescimento no interior dos macrófagos(166).  

Dentre os mecanismos imunológicos de interação com o patógeno, neutrófilos, 

macrófagos e células dendríticas desempenham papel fundamental na fagocitose e eliminação do 

parasita (46). No entanto,células dendríticas são fundamentais para a ativação de diversos 

mecanismos, inclusive da atividade microbicida em macrófagos (46,49,167). As células dendríticas 

apresentam pelo menos 3 subtipos, e na derme, as células de Langerhans (MHC IIhigh, CD11c+, 

CD11blow, CD8αinter, CD205high, and Langerin+) são exemplos de células dendríticas e migram 

para os órgãos linfoides secundários onde irão ativar a resposta imune adaptativa juntamente com 

outros fatores (46).  
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As células dendríticas apresentam um papel peculiar quando comparados aos demais 

fagócitos, por exemplo, elas capturam as leishmanias na derme, processando-as e transportando-as 

para os órgãos linfoides secundários (164). Outro importante papel das células dendríticas dérmicas 

é a ativação dos linfócitos T CD4+ efetores presentes na derme e T CD4+ naive nos órgãos linfoides 

(46,168–170).  

No timo, as células dendríticas apresentam epítopos próprios durante a maturação dos 

linfócitos T (171). Já nos órgãos linfoides secundários, as subpopulações de células dendríticas 

como células de Langehans migrantes da derme apresentam epítopos de Leishmania. (L.) major 

para linfócitos T CD4+ ativando suas funções efetoras (46). Já as células dendríticas foliculares 

apresentam antígenos aos linfócitos B ativando-os (46). As células dendríticas da derme e 

macrófagos fagocitam as leishmanias que foram regurgitadas na derme e migram em direção aos 

órgãos linfoides. Ao chegarem nos órgãos linfoides, esses fagócitos iniciam o desenvolvimento da 

resposta imune adaptativa mediada por células (46,174,175).  

 

1.6.3 Colonização dos órgãos linfoides 

 

Após deixar a derme, os fagócitos migram em direção aos órgãos linfoides secundários 

para apresentar os antígenos aos linfócitos T e B e assim ativar o desenvolvimento da resposta 

imune adaptativa (173,174). Todo esse trânsito celular é coordenado por gradiente quimiotático que 

se concentra em torno dos vasos linfáticos e sanguíneos ainda na derme (175,176). Fagócitos 

infectados que entram na circulação linfática colonizam os linfonodos, ao passo que fagócitos 

infectados que entram nos vasos sanguíneos ganham a circulação sistêmica do hospedeiro, 

chegando inclusive no baço, local de resposta aos patógenos carreados pelo sangue (177–180).  

Tanto linfonodos quanto o baço são órgãos linfoides secundários e apresentam tipos 

celulares com fenótipos semelhantes, por exemplo, ambos os órgãos linfoides abrigam linfócitos T 

CD4+, T CD8+, linfócitos B (55), diferentes fenótipos de macrófagos e células dendríticas que são 

agrupados em duas regiões distintas e atuam juntamente no desenvolvimento da resposta imune 

adaptativa (181–184).  

Em órgãos linfoides secundários, fagócitos infectados migram em direção as 

compartimentalizações de linfócitos T e B de forma orientada através de gradiente quimiotático 
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(185) presente no interior de canais conhecidos por conduites (186). O sistema de conduites é 

composto por uma rede de canais constituída por proteínas da matriz extracelular como laminina 

tipo V, colágeno tipo I, III e IV (187,188) e outras proteínas não estruturais. Este canal é envolvido 

por células que expressam essas proteínas constitutivamente, os fibroblastos reticulares (186).  

Desta forma, os fagócitos ou demais células que entram nos órgãos linfoides migram  

através da captura de quimiocinas presentes entre os tipos de colágenos que constituem o lúmem 

dos conduites e assim chegam nas regiões de segregação de linfócitos e iniciam o processo de 

interação fagócito infectado-células da resposta imune adaptativa (175,186,189). Na figura 1.6.3 é 

mostrada a presença de amastigotas no linfonodo e no baço. 
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Figura 1.6.3- Representação de amastigotas de Leishmania (L.) infantum no baço e 

linfonodo de cães naturalmente infectados. Microscopia de luz em tecido parafinado e corado 

com hematoxilina e eosina. As setas indicam a presença de ninhos de amastigotas no A) linfonodo 

e B) no baço de cães naturalmente infectados com Leishmania (L.) infantum. Aumento de 25 µm e 

objetiva de 40x. Arquivo pessoal.  
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1.6.4 Impacto da Leishmania (L.) infantum no microambiente Tímico  

 

Os órgãos linfoides são classificados em órgãos linfoides primários ou centrais e órgãos 

linfoides secundários ou periféricos. A medula óssea e o timo são exemplos de órgãos linfoides 

geradores uma vez que neste órgão é realizado a maturação dos linfócitos T que irão colonizar o 

baço e linfonodos que são exemplos de órgãos linfoides secundários (184). A medula óssea é o sitio 

de geração dos progenitores de linfócitos T, que deixarão a medula em direção ao timo. Assim, o 

timo é o principal sítio de aturação dos linfócitos T do tipo CD4 e do tipo CD8. Diferentes patógenos 

apresentam elevada capacidade disseminatória podendo alcançar os órgãos linfoides primários e 

assim influenciar na função do órgão, dentre eles o timo e esse impacto funcional poderá na 

composição celular dos órgãos linfoides periféricos ditando o perfil de resistência e susceptibilidade 

à infecção (56,138,174,190–193).  

O timo é um órgão bilobulado localizado na região anterior a cavidade toráxica (184). 

Quanto a sua estrutura e forma, ele não diferencia em grande aspecto entre as espécies de 

mamíferos, além disso, sua principal função é compartilhada entre os mamíferos. O timo é revestido 

pelo tecido conjuntivo, formando a capsula. Seu interior é compartimentalizado em 3 regiões 

distintas entre sí quanto a composição celular e a organização destas células(194) (Figura 1.6.4). 

Assim, o microambiente tímico é dividido em região córtex, junção córtex-medular e região 

medular, onde cada região irá fornecer estímulos quimiotáticos para a migração no interior do 

microambiente tímico, bem como estímulos para os eventos de rearranjo gênico, maturação e 

comprometimento com as linhagens do tipo CD4+ ou CD8+ (190). 

Os compartimentos tímicos são sustentados por uma estrutura altamente dinâmica e 

composta por interações proteicas, que juntas, formam o arcabouço estrutural do microambiente 

tímico. Essa estrutura altamente dinâmica é a matrix extarcelular, que além de fornecer o sustento 

estrutural do órgão, atua também na distribuição das moléculas sinalizadoras que são secretadas no 

ambiente extracelular tímico e que sinalizam diversas funções, como por exemplo, as quimiocinas 

que são necessárias para a induzir a migração dos precursores de linfócitos T através do estroma 

tímico(171).   

A matriz extracelular tímica não tem sido explorada em sua composição e combinação 

bioquímica, assim, muitos estudos descrevem a organização celular funcional bem como 
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acombinação destas células com produtos sinalizadores. Porém, o microambiente da matriz 

extracelular desempenha papel fundamental na comunicação e na mediação célula-célula e célula-

fator sinalaizatório. Poucas proteínas da matriz extracelular tímica têm sido descritas, tais como 

fibronectina que são glicoporteinas que atuam nos estímulos migratórios e são expressas por células 

epiteliais tímicas (TEC), células reticulares tímicas (CRT) e fibroblastos (195,196). A laminina é 

outra glicoproteína que compõe a matriz extracelular tímica e auxilia no processo migratório, ela 

está presente no timo através das isoformas laminina-1, 2 e 5 que são expressas principalmente 

pelas TEC e que exercem papel fundamental na interação timócitos e células epiteliais do 

microambiente tímico (196–198). Além da laminina, o colágeno tipo IV também auxilia no transito 

migratório dos timócitos e são expressos pelas células epitecilais tímicas (196). 

 A interação bioquímica entre laminina e colágeno IV tem sido descrito nos órgãos 

linfoides secunadário formando estruturas semelhantes a canais, sistema de conduites que atuam na 

distribuição de quimicionas e pequenas proteínas por todo o estroma e essa estrutura é mantida 

através de fibroblastos reticulares ER-TR7+ (186). A principal composição destes canais é por 

proteínas da matriz extracelular como laminina e colágeno e este sistema já foi descrito no 

microambiente tímico, exemplificando que a matriz extracelular e sua constituição exercem papel 

fundamental na mediação do transito migratório bem como na timopoiése (199). A migração celular 

de timócitos por todo o microambiente tímico é mediado por interações entre as glicoproteínas e 

por seus respectivos receptores, como por exemplo as integrinas expressas nas membranas 

celulares. Assim, a matrix extracelular exerce importante papel na comunicação entre timócitos e 

células do microambiente tímico, atuando nos estágios da timopoíese.  

A timopoíese consiste nos eventos de maturação do timócitos em línfócitos T maturos, 

ou seja, comprometidos com a linhagem de linfócitos T CD4+ ou T CD8+ que deixarão o 

microambiente tímico em direção aos diferentes órgãos do sistema, dentre eles os linfonodos e o 

baço. Os eventos de timopoíse ocorrem quando progenitores de linfócitos T derivados da medula 

óssea entram no timo através da região cortiço-medular. Este progenitor de linfócitos T não 

apresentam a expressão dos receptores de linfócitos T (TCR) e nem são comprometidos com a 

linhagem CD4 ou CD8, porém, durante os estágios da timopoíse ocorrerá os rearranjos gênicos 

necessários para a expressão do TCR e o comprometimento das linhagens em CD4 ou CD8 (200). 

Brevemente, Savino (2006) resume a timopoíse em duas etapas: Etapa da seleção negativa ocorre 
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na região do córtex, onde timócitos imaturos TCR- CD4-CD8- recebem estímulos para que haja o 

rearranjo gênico da cadeia β e α, passando a serem timócitos imaturos TCRlow CD4-CD8-. Nesta 

etapa, timócitos interagem com células dentríticas que apresentam antígenos próprios aos timócitos 

onde timócitos que reconhecerem esses antígenos próprios com forte avidez sofrem indução de 

apoptose, uma vez que podem reconhecer antígenos próprios. A segunda etapa sumarizada por 

Savino (2006) (200) consiste na seleção positivas, que acotence na região medular, onde timócitos 

imaturos TCRlow CD4+CD8+ se compromentem com a linhagem CD4+ ou CD8+. Ao final da 

timopoiése, os timócitos T apresentam o genótipo TCRHigh CD3+ CD4+ CD8- ou TCRHigh CD3+ 

CD4-CD8+.  

A timopoiése é altamente regulada por células endoteliais, células dendríticas, citocinas 

e quimiocinas, além disso, pode-se destacar aqui o papel crucial dos elementos bioquímicos da 

matriz extracelular (200). O evetos de migração associados as interações bioquímicas entre 

proteínas no microambiente tímico são coordenadas pela interação entre a laminina e integrinas e 

essa interação promovem estímulos de migração no interior do microambiente rumo a região de 

córtex e assim promovem a interação entre os timócitos com células dendríticas, células do 

complexo nourse, macrófagos e fibroblastos. Ao passo que a presença de fibronectina, galectina-3 

podem estar associados ao processo de migração na região medular promovendo a interação dos 

timócitos com células dendriticas, células do complexo nourse e fibroblastos e assim estimulando 

os estágios finais da maturação dos timócitos bem como na indução dos eventos de saídas do 

timócitos maturos do microambiente tímico(201).  

Assim, é possível observar a importância da composição e preservação dos 

compartimentos do timo, uma vez que cada região conta com um microambiente, celularidade 

específica e componentes quimiotáticos específicos (200). Além disso, para a maturação de 

linfócitos T, sejam eles CD4 ou CD8, é necessária a interação tanto dos precursores de linfócitos T 

com as proteínas da matriz extracelular, como também dos precursores com as células que 

colonizam o timo, como por exemplo, fibroblastos, responsáveis por secretar as proteínas da matriz 

extracelular, e células dendríticas que expressam todos os epítopos via complexo principal de 

histocompatibilidade (MCH I ou II) contribuindo para o processo de seleção positiva e negativa 

(190,194,202,203).  
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Existem poucos estudos sobre o impacto da L. (L.) infantum sobre a microarquitetura do 

timo e o impacto desta infecção na timopoíese. Em cães naturalmente infectados com L. (L.) 

infantum, tem sido descrita a presença do parasita no tecido tímico e em outros órgãos, como pele, 

linfonodo e baço (9,10,55,130,204). Da silva e colaboradores (56), descreveram o aumento na 

deposição de fibronectina em timo de cães sintomáticos quando comparado aos animais 

assintomáticos. Além disso, foram observadas alterações histopatológicas caracterizadas pela 

presença de infiltrado inflamatório crônico granulomatoso e piogranulomatoso.  

Em contrapartida aos estudos de infecção natural com Leishmania. (L.) infantum, em 

infecção experimental com Trypanosoma cruzi, foram descritas a atrofia do microambiente tímico 

e a depleção de timócitos duplo positivos em associação com a redução de IL-2 e aumento de IL-

10 e INF-γ (205). Alterações semelhantes foram observadas e modelos de infecção com outros 

agentes etiológicos, como por exemplo Schistosoma mansoni e Trichinella spiralis em modelo 

murino (206,207). Nas infecções por Trypanosoma cruzi e Plasmodium berghei foi observada 

redução de timócitos associada a morte por apoptose (200).  

O estudo da infecção de cães naturalmente infectados permite avaliar a resposta 

imunológica em função de coinfecções e comorbidades, como por exemplo a desnutrição, que afeta 

o perfil imunológico do hospedeiro frente a infecção, induzindo quadro de imunossupressão (208). 

Em modelo murino de desnutrição proteica e em infecção por Leishmania. (L.) infantum, foi 

observada a depleção de linfócitos T CD4+ CD8+ associado à morte por apoptose e desorganização 

da microarquitetura tímica. Além disso, ao avaliar os mecanismos migratórios, observou-se que a 

infecção afeta a expressão de importantes moléculas quimiotáticas, como por exemplo, as 

quimiocinas CXCL12, CXCL9 e CXCL10.  

Losada-Barragan e colaboradores (26) observaram a redução do tamanho do timo de 

camundongos em infecção com Leishmania. (L.) infantum e o comprometimento das 

compartimentalizações e microambiente estrutural do mesmo (26). Assim, é possível que a 

presença e interação do parasita com o microambiente tímico resulte em mudanças estruturais 

associadas à um comprometimento funcional deste órgão, como por exemplo a timopoíese e a 

liberação de linfócitos imaturos para colonizar os demais órgãos, como o baço e linfonodo. 

Assim, o timo e seu microambiente tem papel central na maturação dos linfócitos T (209–

212) que são células chaves para o desencadeamento da resposta imune celular em diferentes órgãos 
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como o baço, por exemplo (213–215). Os produtos do timo são fundamentais ao longo da vida do 

animal. Após entrar nos órgãos linfoides, os linfócitos T CD4+, oriundos do timo, irão se diferenciar 

em uma diversidade fenotípica dependendo dos estímulos recebidos.  O linfócito T CD4+ helper 1 

(Th1) é estimulado nam presença das citocinas IL-12 e IFN-γ; enquanto linfócito T CD4+ helper 2 

(Th2) em presença das citocinas IL-4 e TGF-β; o linfócito T helper 17 (216) na presença das 

citocinas IL-1, IL-6, IL-23 e TGF-β e os linfócitos T reguladores (Tregs) na presença das citocinas 

TGF-β e IL-2(217). Assim, linfócitos Th1 atuam na ativação efetora das células apresentadoras de 

antígenos, além de induzir a ativação de linfócitos T CD8+ citotóxico (218). Por outro lado, 

linfócitos Th2 secretam citocinas que estimulam a sobrevivência de linfócitos B que irão se 

diferenciar em plasmócitos e secretar classes de imunoglobulinas como IgM, IgD IgE,IgA e isotipos 

de IgG (216,217,219).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6.4- Histologia do timo. Corte histológico do timo corado com hematoxilina e 

eosina em aumento de 500µm. Através da coloração por hematoxilina e eosina podemos delimitar a região 

córtex que apresenta coloração mais escura. Além da região coórtex, a região medular é a região mais interna 

do timo, tendo coloração mais clara devido a diversidade celular neste local. A região da capsula resveste os 

lóbulos do timo.  
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1.7 Acometimento do tecido esplênico  

1.7.1 Anatomia e composição do tecido esplênico  

 

Antes de se discutir o impacto da presença da Leishmania. (L.) infantum no baço é 

importante entender sua função e microambiente. O baço, juntamente com linfonodo e amidalas, 

forma a rede linfoide secundária que defende o organismo do hospedeiro contra agentes infecciosos 

oriundos do sangue e da linfa (183,184,220,221). O baço está localizado na região hipogástrica 

abdominal e apresenta coloração entre o tom vermelho vivo ou violáceo ao tom roxo escuro, tendo 

também um formato alongado e curvilíneo. Sua consistência é maciça e isso confere certa 

fragilidade a este órgão. Exteriormente, o baço é envolto por uma cápsula formada de tecido 

conjuntivo que em certos pontos adentram pelo tecido em estruturas chamadas de trabéculas que 

são vascularizadas (183,184).  

O baço é divido em duas importantes estruturas, a polpa vermelha e a polpa branca 

(Figura 1.7.1). A polpa vermelha é uma região de transição e abriga os sinusóides que são 

ramificações fenestradas dos vasos sanguíneos, onde há a interação do sangue e tudo o que ele 

carreia, por exemplo imunocomplexos, com as células residentes e atuantes na apresentação 

antigênica e resposta imune adaptativa como as células dendríticas, linfócitos e macrófago (183). 

Além disso, a polpa vermelha também é colonizada por células que são mantenedoras do arcabouço  
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Figura 1.7.1-  Compartimentalização do tecido esplênico. O baço é um órgão linfóide 

secundário formado por polpa branca constituída por bainha linfoide periarteriolar que envolve a 

arteríola central; folículo linfoide que é a região de linfócitos B e quando ativados formam o centro 

germinativo; e zona marginal. A polpa vermelha é constituída por sinusóides, conduítes e trabéculas 

formadas por tecido conjuntivo. Microscopia de luz. Coloração por hematoxilina e eosina. Aumento 

de 100µm. Objetiva de 10x. Imagem acervo pessoal. As setas indicam as regiões de 

compartimentalização da polpa branca esplênica como, zona marginal, região de linfócitos B, 

bainha linfoide periarteriolar, arteríola central e centro germinativo. 

 

esplênico como por exemplo os fibroblastos e por células que auxiliam na contração como os 

miofibroblastos (220). A polpa vermelha é uma região de transição e contém elementos necessários 

para o suporte migracional dentro do microambiente esplênico que será detalhado mais adiante. 

Outra importante estrutura do tecido esplênico é a polpa branca (Figura 1.7.1). Ela é 

composta por compartimentos que abrigam diferentes linhagens celulares. A zona marginal (Figura 

1.7.1) é a compartimentalização mais externa da polpa branca, ela é o elemento de ligação entre a 

polpa branca e a polpa vermelha e é composta por células dendríticas, macrófagos da zona marginal 
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e alguns linfócitos T e B de transição. Nesta região ocorre a apresentação antigênica, ou seja, células 

apresentadoras de antígenos carreados pelo sangue apresentam seus epítopos antigênicos via 

interação MHC I/II para os TCR expressos em linfócitos T e B que estão localizados na zona 

marginal. Outra via de apresentação antigênica é a captura de antígenos de forma livre presente nos 

sinusóides pelas células dendríticas e macrófagos foliculares (183,184,222). Adjacente à zona 

marginal, existem duas outras importantes estruturas, a zona de linfócitos B (folículos linfoides) 

(Figura 1.7.1) que é formada basicamente por linfócitos B que quando ativados se diferenciam em 

plasmócitos formando uma região mais clara dentro do folículo, o centro germinativo (Figura 

1.7.1). Por último, os linfócitos T estão localizados em volta da arteríola central dentro do folículo 

e formam a bainha periarteriolar de linfócitos T (183) (Figura 1.7.1).  

Assim, é possível observar que a microarquitetura esplênica é altamente 

compartimentalizada e que a polpa branca é uma região que abriga pelo menos quatro tipos 

celulares chaves de forma organizada para a apresentação antigênica via interação MHCI/II e TCR 

e o desencadeamento da resposta imune adaptativa e humoral (223). Além disso, vale destacar que 

o tecido esplênico alberga o mais dinâmico microambiente de um órgão onde há a entrada e saída 

de múltiplas linhagens celulares e é um importante sítio de interação parasita-hospedeiro (222). 

Toda essa comunicação celular e seu resultado irá ditar como o hospedeiro se comportará frente a 

infecção. Desta forma, uma estrutura fundamental, a matriz extracelular esplênica, é a peça chave 

do microambiente esplênico, uma vez que ela mantém o arcabouço estrutural do baço que comporta 

as interações entre as células infectadas e as células do sistema imunológico hospedeiro,lém de 

concentrar importantes moléculas sinalizadoras para a ativação das funções efetoras dos linfócitos 

e demais células atuantes na resposta imune mediada por células (55,183,220).  

 

1.7.2 Matriz extracelular esplênica 

 

A matriz extracelular esplênica é formada por uma ampla gama de proteínas secretadas 

por células estromais, principalmente os fibroblastos que sintetizam e secretam proteínas estruturais 

como laminina; elastinas, fibronectina; colágeno (principalmente tipos I, III, IV) e vitronectina que 

juntamente com as demais proteínas como tenacina, heparan sulfato e nidogênio combinam entre 
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si para formar a estrutura tridimensional do arcabouço esplênico (224). A matriz extracelular é 

constituída por componentes da membrana basal e da membrana intersticial. 

 A membrana basal é um componente funcional, estrutural e regulatório do órgão e 

vaso/capilares sanguíneos (183). Essa estrutura amorfa é formada principalmente pela combinação 

de laminina, colágeno tipo IV, nidogênio e proteoglicano de heparan sulfato (183). Estas proteínas 

são expressas por fibroblastos, células epiteliais, endoteliais e mesenquimais e sua principal função 

é separar o endotélio da matriz intersticial, além de criar uma ligação entre a matriz intersticial e as 

células endoteliais (189). A membrana basal tem como função a ancoragem do tecido endotelial 

com a matriz extracelular (225).  

A membrana basal se assemelha a uma folha e essa morfologia é conferida devido as 

ligações entre seus componentes, onde as células endoteliais, expressando receptores de integrinas, 

ligam-se através dos mesmos com fibronectina e laminina em associação com colágeno do tipo IV, 

formando assim uma fina camada, a membrana basal (225). Vale destacar que a membrana basal é 

subdividida em lâmina lúcida e lâmina densa, e essas duas subdivisões são compostas por proteínas 

como laminina e fibronectina (lâmina lúcida) e colágeno IV (lâmina densa) e que fazem essa união 

entre o endotélio e o tecido conjuntivo. As proteínas da membrana lúcida se ligam ao colágeno tipo 

IV presente na lâmina densa. O colágeno da lâmina densa interage com as fibras reticulares do tipo 

III que se ligam às fibrilas e placas de ancoragem formadas por colágeno tipo IV e VII presentes 

na matriz intersticial, interligando o endotélio ao tecido conjuntivo da matriz extracelular. Assim, 

a matriz extracelular é composta pela membrana basal e matriz intersticial e ligam-se através da 

interação entre as glicoproteínas e proteínas de ancoragem, como o colágeno IV e VII presente na 

matriz intersticial do tecido conjuntivo (189,226,227).  

O tecido conjuntivo do baço é fundamental para a comunicação e entrega de nutrientes 

para o tecido epitelial. O tecido conjuntivo é formado por proteínas, fibras elásticas e reticulares 

que conferem ao baço não somente a resistência motora e elasticidade ao tecido, mas também é o 

ambiente para a interação célula-célula (224). Este tecido é formado por colágeno do tipo I, III, IV 

e XI, glicoproteínas como tenacina e laminina, fibronectina, vitronectina e proteoglicanas como 

condroitina, dermatan e keratan sulfato que ligam-se entre si e formam uma rede tridimensional oca 

que é preenchida por células estromais, fibroblastos, linfócitos T e B, macrófagos, células 

dendríticas e também por estruturas vasculares como as artérias, arteríolas, vasos e sinusóides 
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fenestrados (183). Assim, o tecido conjuntivo esplênico é uma estrutura que abriga tanto a 

diversidade celular esplênica já descrita como também fornece suporte celular e funcional para a 

atividade do órgão.  

Vale ressaltar aqui que a divisão da matriz extracelular em membrana basal e matriz 

intersticial não impede que sejam encontradas laminina, fibronectina, proteoglicanas e elastinas na 

matriz intersticial, uma vez que elas são proteínas estruturais da matriz extracelular como um todo 

e desempenham importante papel em diversas funções biológicas tanto da homeostase tecidual 

quanto na interação parasita-hospedeiro (228).  

Ao se pensar nos mecanismos de comunicação celular bem como no desenvolvimento 

da resposta imune deve-se pensar prioritariamente no ambiente em que essas células estão inseridas. 

No tecido esplênico não seria diferente, uma vez que é necessário todo o aparato esplênico para a 

comunicação, entrega e ativação de funções bioquímicas mediadas por células, como por exemplo, 

a própria ativação celular via moléculas ativadoras como as citocinas (183). A matriz extracelular 

esplênica necessita ser insolúvel e realmente é, caso contrário todas as moléculas como citocinas e 

quimiocinas poderiam ser perdidas dentro da matriz extracelular e isso reduziria a comunicação 

celular e o desenvolvimento de diversas funções de renovação tecidual (224).  

Além de promover a sustentação e preenchimento, a matriz extracelular esplênica 

promove a entrega e a passagem seletiva de moléculas sinalizadoras por todo o microambiente 

esplênico através de uma importante estrutura formada por suas proteínas estruturais (183). Essa 

estrutura é conhecida como conduite e forma um amplo sistema de distribuição presente nos órgãos 

linfoides secundários, o sistema de conduites (186,189,229). Este sistema é formado por diferentes 

proteínas da membrana basal, por exemplo a laminina, colágeno e heparan sulfato. 

De uma forma geral, os conduites são formados por 3 seguimentos distintos entre si. O 

lúmem do conduite é a região mais interna deste canal, e é formado por três tipos de colágenos, O 

colágeno tipo I que é o mais abundante, seguido pelo colágeno tipo III e colágeno tipo IV. Estes 

tipos de colágenos estão inseridos dentro de uma matriz amorfa, o segundo segmento constitucional 

do conduite, composta por proteínas da membrana basal e outras proteínas que juntas desempenham 

a função de mediar o transporte por dentro deste sistema (186). Estes dois seguimentos dos 

conduites são envoltos por fibroblastos reticulares, que são exemplos de células estromais e 

secretam as principais proteínas da matriz extracelular (230). Sua principal ação dentro do sistema 
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de conduites é de realizar a manutenção proteica deste sistema (231). Na figura  1.7.2 está 

representado o sistema de conduites, revisado por Morgado e colaboradores (186).  

Pouco se sabe sobre a plasticidade biológica do sistema de conduites, no entanto, tem 

sido descrito que este sistema é responsável por distribuir moléculas sinalizadoras por toda a matriz 

extracelular dos órgãos linfoides (175,188,189,199,231,232). Assim, o potencial de distribuição 

destas moléculas sinalizadoras por todo o microambiente linfoide não é ao acaso, mas sim através 

de um transporte ativo baseado na interação bioquímica entre as moléculas sinalizadoras a serem 

transportadas com proteínas residente neste sistema, como as proteínas associadas a vesículas 

plasmáticas (PLVAP) (233). Além disso, outra importante função dos conduites é mediar a 

comunicação entre os produtos dos órgãos linfoides com a periferia, como a pele. Um produto dos 

órgãos linfoides é a proteína cochlin que é secretada por células dendríticas foliculares (234). 

Assim, a proteína cochlin no ambiente extracelular que é capturada pelo colágeno tipo VII, presente 

na matriz extracelular, e entrega a proteína ao colágeno tipo IV, presente dentro do lúmem do 

conduite e assim, a cochlin deixa os órgãos linfoides em direção ao sítio de infecção podendo ativar 

então muitos macrófagos e neutrófilos durante uma infecção aguda (226).  

A partir da entrada de células apresentadoras de antígenos infectadas no ambiente 

esplênico rumo a apresentação de epítopos antigênicos via MHC I/II, TCR e receptor de células B 

(BCR) na zona marginal da polpa branca e em alguns momentos na polpa vermelha devido aos 

linfócitos T e B de transição, ocorre a ativação efetora tanto das células apresentadoras de antígenos 

quanto dos próprios linfócitos que secretam nesse ambiente moléculas sinalizadoras, como 

citocinas (172). A matriz extracelular esplênica retém essas moléculas sinalizadoras no seu 

ambiente e impede que elas se percam, devido a interação das citocinas e fatores de crescimento 

com proteoglicanas presentes na matriz extracelular, permitindo a permanência das citocinas no 

ambiente e aumentando o tempo de interação entre os receptores celulares de citocinas com as 

próprias citocinas (235).  

Um importante fator produzido durante o desenvolvimento da resposta imune são as 

enzimas degradadoras da matriz extracelular e isso ocorre a partir da necessidade do 

remodelamento desta matriz para que o microambiente possa receber e comportar as células 

apresentadoras de antígenos e linfócitos vindos do sítio de infecção. Além disso, durante o processo 

de resposta imune ocorre a angiogênese, mecanismo no qual há o aumento do número de vasos 
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sanguíneos permitindo o aumento do fluxo sanguíneo e com isso o aumento de fibroblastos, células 

estromais, células endoteliais e células sanguíneas no microambiente (186,236). Vale destacar que 

este mecanismo resulta no aumento do tamanho do órgão e a matriz extracelular precisa comportar 

todas essas alterações de forma a não desequilibrar a homeostase do tecido (237). 

 

Figura 1.7.2- Esquema ilustrativo da composição do sistema de conduites. O lúmem 

do conduite é formado por colágeno do tipo I, III e IV inseridos na matriz basal, formando uma 

substancia amorfa. No lúmem do conduite, são transportadas de forma ativa muitas proteínas, 

inclusive as quimiocinas que são capturadas pelas células durante o processo de migração celular. 

Os fibroblastos são células que secretam diversas proteínas da matriz, entre elas a laminina e o 

colágeno que juntos formam o sistema de conduites. Além do seu papel de secretar essas proteínas 

estruturais, os fibroblastos entram em contato com as células migrantes. Esquema ilustrativo 

publicado por (186).  
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Dentre as enzimas degradadoras da matriz extracelular destacam-se as metaloproteases 

(MMPs) que atuam nos processos de remodelamento da matriz extracelular, na angiogênese e nos 

processos migracionais (228,238–240). Assim, as metaloproteases atuantes no processo de 

remodelamento da matriz extracelular mais avaliadas são: 1) MMP-1, MMP-7 e MMP-13 que são 

colagenases e atuam principalmente na pele e nas mucosas; 2) MMP-2 e MMP-9 que são 

metalogelatinases e atuam fortemente no processo de migração e são amplamente encontradas em 

diversos microambientes teciduais; 3) MMP-8 que é encontrada em fígado e pulmão e está 

associada ao processo de formação de fibrose; e 4) MMP-13 que é associada a limpeza da matriz 

extracelular em processos de infecções agudas (239,241–246). As MMPs podem ser secretadas via 

vesículas e também na sua forma inativa e fatores biológicos como TNF e TGF-β podem ativar as 

suas funções catalíticas, lembrando que TNF e TGF-β são produtos da resposta imune frente a uma 

infecção (245,246).  

Todo o processo de remodelamento da matriz extracelular ocorre de forma dinâmica por 

vários mecanismos, principalmente os mecanismos de controle deste remodelamento. Assim, uma 

ação exacerbada da atividade de enzimas associadas ao remodelamento pode induzir sérios danos 

ao tecido. Para evitar isto, ao mesmo passo que as enzimas são secretadas e ativadas, também são 

expressas moléculas que atuam no controle da ação catalítica destas enzimas, as moléculas 

inibidoras de metaloprotease tecidual (TIMPs) (245,246). Apesar do processo de remodelamento 

acontecer de forma dinâmica e homeostática durante uma infecção aguda e ter mecanismos de 

controles como vistos na expressão inativa das enzimas ou a liberação das mesmas em vesículas, 

alguns fatores podem quebrar o potencial homeostático que controla o remodelamento da matriz 

extracelular, como por exemplo, a persistência do estímulo de infecção aguda, bem como a 

persistência parasitária principalmente em órgãos linfoides secundários (55,130,186).  

 

1.7.3 Imunobiologia da interação Leishmania infantum-hospedeiro  

 

O baço é um dos principais órgãos afetados pela L. (L.) infantum durante a Leishmaniose 

visceral canina (9,55,130,247,248). Este órgão recebe substâncias parasitárias ou bioquímicas 

oriundas do sangue e sua principal função está associada a remoção de hemácias senescentes e a 
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promoção da resposta imune adaptativa (183,184,249). Desta forma, as células apresentadoras de 

antígenos infectadas deixam o sítio de inoculação do parasita, a derme, e migram em direção aos 

órgãos linfoides para realizarem a apresentação antigênica (139). Essas células apresentadoras de 

antígenos podem entrar tanto em vasos linfáticos quanto em vasos sanguíneos presentes na derme 

e assim chegam, respectivamente, aos linfonodos e baço (184). Tal processo migratório de acesso 

aos órgãos linfoides é dinâmico e baseado no gradiente quimiotático (250). O linfonodo recebe 

tanto as células apresentadoras de antígeno infectadas vindas da derme como também as células 

vindas dos demais órgãos carreadas pelo sangue (251). E o baço pode receber as células 

apresentadoras de antígenos que migraram via vasos sanguíneos oriundas de vários locais (183).  

Vale destacar aqui, que o linfonodo pode receber tanto antígeno de forma livre quanto as 

próprias células apresentadoras de antígenos ambos carreados pela linfa (251). Em infeção 

experimental com Leishmania. (L.) donovani e em modelo murino desnutrido, foi demonstrado que 

o linfonodo perdeu a sua capacidade de barreira imunológica mediada principalmente pelas células 

dendríticas foliculares que são responsáveis por reter as células apresentadoras de antígenos livres 

vindas principalmente da derme (251). Tal falha na barreira imunológica favorece a disseminação 

do parasita para demais órgãos do hospedeiro incluído o baço, que pode ter o seu sistema 

homeostático sobrecarregado, afetando o seu microambiente.  

A matriz extracelular esplênica passa por uma série de modificações para criar um 

ambiente favorável para que os mecanismos imunológicos possam ocorrer de forma satisfatória 

(186). Quando o parasita deixa a derme, no interior de células do sistema fagocitário, essas células 

infectadas podem chegar a diversos órgãos e tecidos do organismo, incluindo o baço (248).  

As células fagocitárias alcançam o tecido linfoide do baço via  gradiente quimiotático 

presente no ambiente extracelular e chegam na polpa vermelha através dos sinusóides que em 

algumas regiões apresentam fenestrações e assim as células infectadas ganham o microambiente 

esplênico (252). Ao chegarem na polpa vermelha, as células apresentadoras de antígenos infectadas 

reconhecem, via interação com seus respectivos receptores quimiotáticos, as quimiocinas que estão 

presentes no lúmem do conduite (186). Pouco se sabe sobre como ocorre a interação entre as células 

migrantes com o sistema de conduite e o que tem sido descrito não é baseado em microambiente 

esplênico canino, mas sim em linfonodos  e em modelos experimentais como  o murino, porém, 
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sabe-se que os conduites são estruturas fundamentais para guiar as células migrantes no interior dos 

órgãos linfoides secundários (175,188,189,199,253).  

De uma forma geral, ao chegarem na zona marginal esplênica, as células apresentadoras 

de antígenos infectadas apresentam epítopos antigênicos via MHC classe I ou classe II aos 

receptores de linfócitos T, o TCR, e assim desencadeiam todos os eventos relativos ao 

desenvolvimento da resposta imune adaptativa (254–256). As células apresentadoras de antígenos 

migram para os órgãos linfoides onde irão realizar a apresentação antigênica via interação MHC 

I/II e TCR. A interação do MCH II, B7 e CD40 expressos em APCs com TCR, CD28 e CD40L, 

respectivamente, expressos em linfócitos T CD4+ ativam a sua função efetora com a secreção de 

citocinas que irão ativar a função microbicida das células apresentadoras de antígenos (257). O 

perfil de secreção de citocinas é responsável por ditar o perfil de linfócito T CD4+. Como exemplo, 

na presença de IFN-γ e IL-12 o linfócito T CD4+ se diferencia em Th1 levando ao desenvolvimento 

da resposta imune mediada por células, ativação de macrófagos M1 e função microbicida mediada 

pela expressão da enzima iNOS (óxido nítrico sintase induzida) (164,258,259). A iNOS catalisará 

a produção de óxido nítrico, um produto da via Th1 importante para a eliminação do patógeno 

intracelular (164,258,259). Juntamente com a ativação da função efetora de linfócitos T CD4+, há 

a ativação de outro perfil de linfócitos, os T CD8+ citotóxico. A interação entre o MCH I e ICAM-

1 com TCR e LFA-1, respectivamente, expressos em linfócitos T CD8+ ativam a função citotóxica 

e a liberação de granzimas e perforinas que irão induzir a lise das células apresentadoras de 

antígenos infectadas (218,260,261). Como resultado da ativação de T CD4+ e dos linfócitos TCD8+ 

ocorre a expressão de uma gama de citocinas como IFN-γ, IL-2 e TNF-α (262,263) e o 

desenvolvimento da resposta imune mediada por células.  

Ao mesmo passo em que há o desenvolvimento da resposta imune mediada por células, 

pode haver também o desenvolvimento da resposta imune humoral.  O processo de ativação da 

resposta humoral se inicia quando os linfócitos B reduzem a expressão de S1P1 e S1P3 passando a 

expressar CXCR5, receptor para quimiocinas CXCL13 que são produzidas por células dendríticas 

foliculares migrando para a região de linfócitos B foliculares (81). Após a ativação dos linfócitos 

T, os linfócitos B podem permanecer na sua compartimentalização no folículo ou migrar para a 

zona marginal (183). Uma outra via de ativação de linfócitos T CD4+ é através da sua interação 

com linfócitos B foliculares e essa interação ativa a função de linfócitos T e B, resultando na 
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expressão de IL-4 e IL-10, citocinas regulatórias expressas pela via de resposta Th2. Esta resposta 

é caracterizada pela produção de anticorpos como, por exemplo, IgG, imunoglobulina que tem 

função opsonizadora de patógenos e células em processo de apoptose (25,264,265). A resposta Th2 

resulta, em última análise, na ativação da resposta imune humoral, através da diferenciação dos 

linfócitos B em plasmócitos e assim na expressão das imunoglobulinas, como as IgG e seus isótipos, 

principalmente a IgG2 que são frequentes na Leishmaniose visceral canina (97,266). Apesar da via 

Th1 ser mais eficiente contra patógenos intracelulares devido sua ação mediada por macrófagos e 

IFN-γ que agem no citoplasma da célula infectada eliminando o parasita no vacúolo parasitóforo, 

um balanço entre a resposta Th1 e Th2 parece ser a resposta necessária para o controle da infecção 

(101). No entanto, em cães com LVC foram observados aumento da expressão do mRNA de IL-4, 

IL-10, IL-12, INF-γ e TNF-α quando comparados ao grupo não infectado. Além disso, observaram 

uma associação entre a expressão de maiores níveis de mRNA de IL-10 e o aumento da parasitemia 

quando comparados aos animais não infectados e baixa parasitemia (101).  

Em conclusão, embora haja a expressão gênica e citocinas associadas ao perfil Th1 em 

cães naturalmente infectados, essa expressão é acompanhada por citocinas regulatórias, como IL-

10 que é associada ao aumento da carga parasitária. Além disso, a citocina IFN-γ, que deveria estar 

associada a redução da parasitemia, uma vez que ativa a função microbicida de macrófagos via 

expressão de NO, foi associada ao aumento da parasitemia juntamente com IL-10 (101), sugerindo 

que, em cães com Leishmaniose visceral canina, as vias de interações moleculares e a ativação da 

função efetora de linfócitos T podem estar alteradas (267). Além disso, outros fatores podem estar 

associados ao aumento da parasitemia, incluindo a presença de macrófagos do fenótipo M2 com a 

produção de arginase que é associada ao crescimento da carpa parasitária e também a indução do 

processo de exaustão dos linfócitos T (165,166,268).  

Alguns estudos sobre a imunopatogenia em cães infectados tem mostrado uma 

associação entre a presença de sinais clínicos e o perfil de resposta imune. Em cães assintomáticos 

tem-se observado a presença de células Th1 e Th2, porém com predominância de resposta Th1 e 

Th17 e expressão de citocinas TNF-α, IFN-γ, TGF-β, IL-2 e de mRNA da citocina IL-17, 

participação de macrófagos do perfil M1, produção de óxido nítrico e controle da carga parasitária 

(9,86,87,89). Por outro lado, cães sintomáticos apresentam predominância de células de perfil Th2 

e expressão de citocinas como IL-4, IL-5, IL-10, TGF-β (86,87,269). Nestes animais, há a 
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polarização de macrófagos M2 com a estimulação de arginase, que a partir da L-arginina produzirá 

L-ornitina e poliaminas, eficazes na eliminação do parasita intracelular, pelo contrário, favorecem 

o seu crescimento (270). Além disso, há ativação policlonal de linfócitos B e produção de 

imunoglobulinas que não são específicas para epítopos da Leishmania (L.) infantum, e a carga 

parasitária não é controlada (9,263). Estudos em modelo natural da infecção canina nos permite ver 

que nem todos os animais seguem esse padrão imunológico e que esse perfil depende de fatores 

nutricionais, genéticos e/ou ambientais. Para que sejam produzidas todas essas citocinas e produtos 

como óxido nítrico é importante destacar a participação de moléculas coestimuladoras (271).  

A interação entre moléculas coestimuladoras é necessária ao desenvolvimento da 

resposta imune adaptativa, pois intensificam a transdução de sinais intracelulares tanto das APCs 

quanto dos linfócitos T e B (259). Para que ocorra a interação entre as células apresentadoras de 

antígenos e os linfócitos T e ativação das suas funções efetoras é necessária a interação via compleo 

antígeno-MHC I/II e TCR e algumas moléculas sinalizadoras que chamamos de coestimuladoras 

ou moléculas de segundo sinal de ativação que irão desencadear a cascata de sinalização e 

fosforilação de receptores transmembranares tanto nas células apresentadoras de antígenos quanto 

nos linfócitos T (272). A molécula CD40 e seu ligante CD40L são exemplos de moléculas 

coestimuladoras, sendo a molécula CD40 pertencente à superfamília do TNF-α e é expressa em 

linfócitos B, macrófagos e células dendríticas. Já os linfócitos T, principalmente a subpopulação de 

linfócitos T CD4+ expressam os ligantes para essa molécula, o CD40L (273). Assim, a interação 

dessa molécula com seu receptor intensifica os sinais de ativação e também induz a expressão de 

uma outra molécula fundamental nessa via de segundo sinal de ativação, a B7 (274–276).  

Além da via CD40/CD40L, existe outra via de coestimulação: a via B7/CD28 (276). 

Linfócitos T expressam o receptor CD28 que irá se ligar à molécula B7, expressa, por sua vez, em 

células apresentadoras de antígenos, dentre elas linfócitos B, macrófagos e células dendríticas. Essa 

interação resulta na expressão de BCL-X e BCL-2 que são fatores para a sobrevivência celular, IL-

2 e IL-2R que estimulam a proliferação celular e múltiplas vias como a MAP quinase, JNK e RAC 

e ativação do fator de transcrição NF-Kβ (277). No entanto, além de ativar as vias de sinalização 

para a função efetora dos linfócitos T sejam eles CD4+ ou CD8+, a interação da molécula B7 pode 

ocorrer com uma importante molécula reguladora, a molécula antígeno 4 de linfócitos citotóxicos 

(CTLA-4 presente em linfócitos T CD4+ ou CD8+) que induz um silenciamento celular 
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(273,276,277). A molécula CTLA-4 é uma molécula competitiva contra a molécula CD28 e que 

juntamente com a via PD1/PDL-1 ativam a via de silenciamento mediada pelo processo de exaustão 

celular (276,278).  

Assim, durante a exaustão celular em cães naturalmente infectados com Leishmania. (L.) 

infantum, observamos que a expressão de CTLA-4 estava aumentada e que esse aumento foi 

associado à alta carga parasitária, exemplificando o papel de silenciamento efetor desta molécula 

sobre linfócitos T (130).  

 

1.7.4 Remodelamento da matriz extracelular esplênica de cães naturalmente 

infectados com L. (L.) infantum 

 

O microambiente esplênico precisa ser capaz de sustentar os mecanismos envolvidos na 

interação parasita-hospedeiro dentro deste órgão (9). Além disso, o resultado dessa interação por si 

já induz diversas modificações da microarquitetura esplênica, como a angiogênese (279). A matriz 

extracelular é o arcabouço estrutural que tem como função intermediar a comunicação célula 

apresentadora de antígeno-linfócitos T/B residentes no tecido esplênico (189). A matriz extracelular 

também participa do endereçamento de vesículas e moléculas sinalizadoras secretadas no 

microambiente através da interação destas com as proteínas da matriz extracelular, como colágeno, 

laminina, e fibronectina (186).  

O estudo da interação do parasita com as células do sistema imune residentes no baço de 

cães naturalmente infectados e as consequências desta interação vem ganhando atenção uma vez 

que tem sido descrito que o baço é um dos órgãos mais afetado entre aqueles acometidos pela 

infecção por Leishmania sp., (280) e é responsável por uma carga parasitária considerável.  

Em infecção natural canina tem sido observada a desorganização da matriz extracelular 

esplênica. Na Figura 1.7.4 estão descritos os eventos de desorganização da matriz extracelular 

esplênica baseados na interação entre a Leishmania. (L.) infantum e o microambiente esplênico de 

cães naturalmente infectados (186). Santana e colaboradores (77) descreveram o efeito da resposta 

imune no microambiente esplênico e viram que nos cães do estudo houve perisplenite, caracterizada 

pela formação de infiltrado inflamatório celular na cápsula do tecido esplênico, acompanhada pela 

formação de fibrose mais frequentemente observadas em animais mais suscetíveis à infecção.  
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O remodelamento da matriz extracelular esplênica é um importante mecanismo 

homeostático e dinâmico que ocorre frequentemente neste órgão devido ao seu principal papel de 

remoção de produtos carreados pelo sangue (232). Assim, o estímulo contínuo de fatores 

imunológicos pro-inflamatórios bem como produtos secretados pelo próprio parasita e a sua 

persistência nesse microambiente podem induzir a quebra da homeostase e constante modificação 

da matriz extracelular esplênica (55,243,281).  

Assim, ao analisar as alterações da polpa branca esplênica, é possível observar que ela é 

drasticamente afetada e suas compartimentalizações são perdidas, chegando a uma marcante atrofia 

do folículo em cães com Leishmaniose visceral avançada (9,55,77,130). Essa atrofia pode ser um 

importante fator que indica a quebra da homeostase tecidual da matriz extracelular esplênica (186). 

Da Silva e colaboradores (55) descreveram que a matriz extracelular esplênica sofre intenso 

remodelamento com o aumento dos seus componentes estruturais, como laminina e colágeno, que 

são fundamentais para o processo sustentação das estruturas esplênicas como a polpa branca e para 

o processo de migração celular.  
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Figura 1.7.4 - Esquema ilustrativo do microambiente esplênico. (A) Baço 

organizado: nesta ilustração há a representação de um baço organizado com polpa branca e 

compartimentação mantidas, como centro germinativo e bainha periarteriolar linfática, zona 

marginal e cápsula. Conforme representado, a matriz extracelular mantém sua composição normal. 

(B) Baço desorganizado: Esquema ilustrativo de um microambiente cronicamente inflamado do 

tecido do baço. Nele, é possível evidenciar o remodelamento da matriz extracelular caracterizada 
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por aumento de seus componentes proteicos (colágeno e laminina), metaloprotease-9 e 

desorganização da polpa branca esplênica. 

 

Durante a inflamação crônica, a matriz extracelular sofre remodelação, favorecendo a 

entrada de novas células inflamatórias. Na inflamação persistente, a matriz extracelular perde seu 

controle de remodelamento mostrando um aumento de citocinas como TNF-α e TGF-β juntamente 

com alta produção de metalopeptidases de matriz extracelular e moléculas microbicidas como 

espécies reativas de nitrogênio (RNS), espécies reativas de oxigênio (ROS) e enzimas lisossomais. 

Esses eventos levam a danos nos tecidos ao quebrar ou acumular algumas proteínas estruturais 

como a laminina e o colágeno. Nessa situação, comumente ocorre redução das células e atrofia da 

polpa branca esplênica (55,81,282).  

Ao associar a atrofia da polpa branca esplênica com o remodelamento da matriz 

extracelular deve-se pensar na região de transição celular, a polpa vermelha e suas estruturas, como 

o sistema de conduites. Assim, com o aumento das proteínas de matriz extracelular e aumento da 

enzima MMP-9 é possível que haja a formação de barreiras migracionais pela polpa vermelha, 

aprisionando as células na matriz extracelular e impedindo que essas células cheguem enas suas 

áreas de compartimentalização específica (186). Além disso, outro fator que pode influenciar na 

atrofia folicular é a redução da expressão de RNAm de quimiocinas e seus receptores que são 

fundamentais para o processo migracional, como por exemplo a CXCL13 e seu receptor (81).  

A desorganização da polpa branca esplênica seguida pela sua atrofia pode ser devido 

também a morte por apoptose de importantes células como linfócitos. Em estudo prévio, observou-

se a associação entre a expressão de CTLA-4, apoptose e a atrofia da bainha linfática periarteriolar 

(130). Assim, a morte desses linfócitos, principalmente dos residentes da bainha periarteriolar, pode 

favorecer o quadro de imunossupressão que é bem característico da Leishmaniose visceral canina, 

uma vez que linfócitos residentes na bainha periarteriolar são células chaves para o 

desencadeamento da resposta imune adaptativa (77,248,283). 

Em cães naturalmente infectados com Leishmania. (L.) infantum, o quadro de 

desorganização da polpa branca esplênica é associado à depleção dos linfócitos T CD4+ quando a 

carga parasitária ainda é baixa (55). No entanto, o número de linfócitos T CD4+ retorna aos valores 

semelhantes aos animais com baixa carga parasitária e polpa branca organizada. Um dos principais 
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sinais clínicos observados em cães com Leishmaniose visceral é o aumento do baço, a 

esplenomegalia. Assim, o aumento do baço pode ser associado a uma intensa proliferação celular, 

devido a ativação policlonal de Linfócitos B, plamocitose e ainda, acúmulo de células vermelhas e 

plaquetas. A desorganização da matriz extracelular levaria a disfunção do baço.  

O aumento do tamanho do baço e o aumento de linfócitos T CD4+, principalmente 

quando há a desorganização e atrofia da polpa branca e alta carga parasitária, pode indicar dano na 

capacidade migracional celular e imunossupressão. O dano na capacidade migracional pode estar 

associado a dois fatores: Redução dos RNAm de quimiocinas e seus receptores como também por 

dano no microambiente, como por exemplo, no sistema de conduite (186,284). Assim, as células 

não conseguem chegar nas suas áreas de compartimentalização específica e a falta de interação 

celular levam a um déficit de ativação. Como resultado, os linfócitos entram num processo de 

exaustão celular que culmina com a falha no controle da carga parasitária, quadro de 

imunossupressão e progressão da doença. Desta forma, é possível que o quadro de imunossupressão 

observado em cães com LV esteja associado com falhas no processo de migração celular, uma vez 

que a quebra da arquitetura esplênica precede a perda do controle da carga parasitária e se 

correlaciona com o aumento da intensidade dos sinais clínicos resultando em baixa ativação celular 

e perda da capacidade de controle da carga parasitária e progressão da doença. No fluxograma 1.7.4 

estão sumarizados os eventos associados ao comprometimento da microarquitetura esplênica.  
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fluxograma 4.0- matriz extracelular e alterações no tecido linfoide durante 

processos infecciosos agudos e crônicos. Ao detectar a presença de patógeno, nosso sistema 

imunológico inato é ativado e como consequência desta ativação ocorre uma cascata de eventos, 

que culminam com o recrutamento de células importantes para o desenvolvimento da resposta 

imune adaptativa. O aumento do tamanho do órgão é associado à alteração da microarquitetura 

tecidual e da composição celular, assim levando a eliminação do patógeno. No entanto, devido a 

alguns fatores do parasita ou de seu hospedeiro, o patógeno pode permanecer no tecido, e a sua 

persistência leva a quebra na homeostase tecidual e a perda da capacidade do órgão de coordenar 

muitas funções como, por exemplo, o desenvolvimento da resposta imune adaptativa causando uma 

imunossupressão e falha no controle da infecção. O Fluxograma foi adaptado de Morgado e 

colaboradores (186).  
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2.0 Justificativa 

 

Em cães naturalmente infectados com L. (L.) infantum tem sido descrita a persistência 

do parasita no tecido esplênico. Além disso, a imunossupressão observada na LVC pode estar 

associada a alterações no processo de maturação intratímica, uma vez que este órgão apresenta 

importante papel na formação do repertório imunológico.  Sendo o baço um dos principais alvos 

da infecção por L. (L.) infantum na LVC e órgão responsável por grande parte da carga parsitária 

do animal infectado, é importante estudar o impacto da infecção também no tecido esplênico. 

Durante o processo infeccioso, a matriz extracelular esplênica passa pelo processo natural de 

remodelamento para criar um ambiente propício para a comunicação, migração e interação das 

células envolvidas na apresentação antigênica, bem como na resposta imune mediada por células, 

sendo este processo dinâmico e natural. A persistência do parasita e o constante estímulo antigênico 

neste microambiente levaria a quebra da organização da matriz extracelular e alterações na 

composição do arcabouço estrutural do baço, influenciando na dinâmica migracional das células 

residentes e circulantes neste microambiente. Tal alteração do arcabouço esplênico afetaria 

diretamente a constituição do sistema de conduites, responsável por distribuir quimiocinas e 

orientar o deslocamento celular neste órgão resultando na perda da capacidade de orientação e 

migração celular. É possivel que neste microambiente, a desorganização da polpa branca esplênica 

e depleção de linfócitos T CD4+ seja um reflexo da alteração da composição estrutural da matriz 

extracelular que somadas poderiam estar associadas ao quadro de imunossupressão da resposta 

imune celular e falha no controle da carga parasitária. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

45 
 

3.0 Objetivos 

3.1 Objetivo Geral  

Avaliar as alterações histológicas na microarquitetura tímica e investigar alguns 

mecanismos imunopatológicos no tecido esplênico que possam estar associados ao processo de 

desorganização da polpa branca em cães naturalmente infectados com Leishamnia (L.) infantum, 

levando em consideração o remodelamento da matriz extracelular e a dinâmica migratória de 

linfócitos T e B.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

Avaliar a infecção do timo de cães naturalmente infectados por L. (L.) infantum, 

descrevendo as principais alterações induzidas, como: infiltrado inflamatório, alterações da 

microarquitetura do órgão e as alterações na deposição de componentes da matrriz extracelular, 

correlacionando com a evolução do quadro clínico; 

Examinar por imunohistoquímica e por analise histológica, possíveis alterações da matriz 

extracelular esplênica de cães naturalmente infectados por L. (L.) infantum como a deposição de 

colágeno, laminina e fibronectina, a expressão de metalopeptidases (MMP-9 e ADAM-10) bem 

como, a distribuição e quantidade de Linfócitos T e B e expressão de marcadores de proliferação 

celular (Ki-67) e citocinas (IFN-γe IL-10); 

Descrever, com base na literatura, a estrutura e função da matriz extracelular de 

linfonodos e do baço saudáveis, assim como as consequentes alterações e remodelamento destes 

órgãos causados pela presença de infecções;  

 Avaliar por imunohistoquímica a organização dos componentes do sistema de conduítes 

do baço de cães infectados com L. infantum e a capacidade migratória por ensaio de migração in 

vitro dos esplenócitos comparados com células oriundas de linfonodos e do sangue; 

Investigar, por imunohistoquimica, o processo de ativação celular através da detecção e 

quantificação de células CD40+ e seu ligante CD40L+, bem como de marcadores de ativação da 

função microbicida mediada por macrófagos através da imunomarcação de TNF-γ e enzima óxido 

nítrico sintase induzida (iNOS). 
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4.0 Resultados 

Este trabalho apresentará resultados que já foram publicados em 3 artigos (seção 4.1), e 

dados que ainda não foram publicados (seção 4.2).  

 

4.1 Resultados publicados 

Artigo I: Detection of amastigotes and histopathological alterations in the thymus of Leishmania 

infantum-infected dog.  
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Na Leishmaniose visceral canina (LVC), foram demonstradas linfopenia e desorganização 

de órgãos linfóides, como baço e nódulos linfáticos. No entanto, o envolvimento do timo na LVC 

não foi avaliado até agora. Neste artigo investigamos se o timo pode ser colonizado por L. (L.) 

infantum em cães naturalmente infectados. Foram obtidos 16 fragmentos de timo de cães infectados 

e as amostras deste órgão foram submetidas à imunohistoquímica para detecção de laminina e 

fibronectina. Para a análise das alterações histológicas e detecção de amastigotas foi realizada a 

análise histopatológica em cortes corados com hematoxilina e eosina. A detecção molecular de 

amastigotas, bem como a indentificação das espécies infectantes foram feitas pelas técnicas de 

hibridização in situ e reação em cadeia da polimerase (PCR) visando o gene que codifica a região 

intergênica 1 (Internal trasncribed space ITS‐1). Além disso, foram obtidas amostras de baço, pele 

e linfonodos poplíteos para a cultura parasitológica seguida de eletroforese enzimática multilocus. 

L. (L.) infantum foi identificada em todos os cães. DNA e formas amastigotas de L. (L.) infantum 

foram detectadas no timo de 16 cães por PCR e em oito por imunohistoquímica, respectivamente. 

Além do timo, parasitas foram detectados no baço, nódulos linfáticos e pele. Uma tímite 

granulomatosa ou piogranulomatosa foi observada em oito cães associado a presença de formas 
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amastigotas intactas no tecido. A deposição de fibronectina no timo foi maior em cães com mais 

sinais clínicos. Esses resultados demonstram que o timo de cães pode ser parasitado por L. (L.) 

infantum, o que pode gerar reações inflamatórias levando a alterações na microarquitetura do timo. 

Esses dados em conjunto demonstram que o microambiente tímico sofre modificações estruturuais 

o que poderia impactar negativamente na sua função de maturação dos linfócitos T.  
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Abstract   
Introduction: In canine visceral leishmaniasis (CVL), lymphopenia, and the 

disorganization of lymphoid organs such as spleen and lymph nodes have been 

demonstrated. However, the involvement of thymus in CVL has not been evaluated 

so far. Herein, we investigated whether the thymus can be colonized by Leishmania 

infantum in naturally infected dogs. 
 
Methods: Thymus were obtained from 16 of 58 dogs and samples of this organ were 

submitted to immunohistochemistry for laminin and fibronectin detec-tion, 

histopathology, in situ hybridization and polymerase chain reaction (PCR) targeting 

the gene ITS‐1 for Leishmania and sequenced. Samples of spleen, skin and popliteal 

lymph nodes were collected and submitted to immunohistochem-istry and 

parasitological culture followed by multilocus enzyme electrophoresis. Results: L. 

infantum was identified in all dogs. DNA and amastigote forms of Leishmania were 

detected in the thymus from 16 dogs by PCR and in eight by immunohistochemistry. 

Besides thymus, parasites were detected in spleen, lymph nodes, and skin. A 

granulomatous or pyogranulomatous thymitis was observed in eight dogs associated 

to intact amastigotes forms of this parasite. Fibronectin deposition in thymus was 

higher in dogs with more clinical signs. Conclusions: These results demonstrate that 

the thymus of dogs can be parasitized by L. infantum, which may generate 

inflammatory reactions leading to alterations in thymic microarchitecture. 
KEYWORDS  
canine visceral leishmaniasis, clinical signs, extracellular matrix, histopathology, Leishmania  
infantum, parasite load, thymus 
 

1 | INTRODUCTION
 
 
Rodrigo C. Menezes and Fernanda N. Morgado contributed equally to this 

work.  

 
 
Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected zoonotic disease 

caused by the protozoan Leishmania infantum

--------------------------------------------------------------------------------------------- 
This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium, provided the original 

work is properly cited.© 2020 The Authors. Immunity, Inflammation and Disease published by John Wiley & Sons Ltd  
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in the Americas.1 Dogs play an important role as domestic 

reservoirs of VL in the urban space since they harbor 

parasites available for sand fly vectors even in the healthy 

skin.2 L. infantum infects macrophages and can spread 

systemically to all canine tissues leading to the appearance of 

multiple clinical signs.3 Among the most commonly infected 

organs are the spleen and lymph nodes, which are essential 

to antigen presentation and the adequate development of a 

specific immune re-sponse.4 The disruption of splenic 

microarchitecture has been described in canine VL,5 as well 

as a pyogranulo-matous or granulomatous inflammatory 

infiltrate, high parasite load and hypertrophy.6,7 These 

alterations in the spleen are associated with the deposition of 

collagen, the impairment in cytokine messenger RNA 

expression and uncontrolled parasite growth in infected 

dogs.5,8-10  
In the lymph node, another secondary lymphoid organ, 

higher parasite load and higher expression of inducible nitric 

oxide synthases have been reported in symptomatic dogs 

when compared with asymptomatic animals.11 

Histopathological alterations such as pyo-granulomatous or 

granulomatous inflammation, hy-  
pertrophy, and hyperplasia of cortical and medullary 

zones7,12,13 and collagen deposition have been re-  

ported.8 Both, spleen and lymph nodes are important sites for 

the development of the specific immune response13 once 

they receive the majority of mature T lymphocytes from the 
thymus and form a delicate compartmentalization based on 

chemotaxis and an intrinsic antigen presentation.9,14,15 

Although the association between parasitism and 

histological lesions has been frequently described in the 

spleen and lymph node of dogs infected by L. infantum, little 

is known about the parasite occurrence and pathogenesis in 

the thymus in these cases. The thymus is a primary lymphoid 

organ that plays a role in T‐cell homeostasis maintenance, 

and its product can dictate the immunological profile of 

individuals.16 In the thymus, thymocytes initiate the genic 

recombination and expres-sion of their TCR receptors and 

CD4+ and CD8+ surface molecules. Another extremely 

important function of the thymus is the positive and negative 

selection of T cells. In this process, macrophages at the 

corticomedullary junc-tion remove, by phagocytosis, T 

lymphocytes that recognize both self‐major 

histocompatibility complex molecules and self‐

antigens.17,18 The extracellular matrix compounds such as 

laminin and fibronectin are essential to promote thymocyte 

maturation based on cellular migration from cortical to the 

medullar region and then to the periphery. After maturation, 

naïve T cells leave the thymus, reaching the bloodstream and 

populating the secondary lymphoid organs. However, 

lymphopenia and failure in cellular immune response have 

been described 

 
 

in infected dogs.19 In this context, the present study aimed to 

evaluate the occurrence of L. infantum in the thymus of 

naturally infected dogs, and to describe the inflammatory 

infiltrate, the microarchitecture alterations and the deposition 

of extracellular matrix components (laminin and fibronectin) 

in this organ associated with parasitism. Herein, we observed 

infection by L. infantum in the thymus of all studied dogs, as 

well as an association between thymic microarchitecture 

alterations and disease‐worsening. 

 

¤ | MATERIALS AND METHODS  

¤ 2.1 | Ethical statement 

The animals included in this study were L. infantum‐ 

naturally infected dogs that were destined for euthanasia as 

recommended by the Brazilian Ministry of Health polices. 

All dog owners had provided formal written consent. The 

samples were collected during necropsies conducted by 

veterinarians from the Laboratório de Pesquisa Clínica em 

Dermatozoonoses em Animais Domésticos (LAPCLIN‐

DERMZO–INI/FIOCRUZ). This study was approved by the 

Ethics Committee on Animal Use of the Oswaldo Cruz 

Foundation (CEUA/FIOCRUZ; Permit Number: LW‐54/13) 

and performed according to Brazilian Law 11794/08 and the 

Brazilian Society of Laboratory Animal Science. 

 

2.2|Animals 

 

A descriptive study was conducted using a nonprobabil-istic 

sample of dogs from Barra Mansa (22°32′25.19″S and 

44°10′35.33″W), Rio de Janeiro State, Brazil, a VL endemic 

area.20 These dogs tested seropositive for anti‐L. infantum 

antibodies by a rapid immunochromatographic test (Dual 

Path Platform; Bio‐Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil) and 

by enzyme‐linked immunosorbent assay (Bio‐Manguinhos). 

The tests were performed by public health services 

responsible for the VL surveillance and control program of 

the state of Rio de Janeiro, with the permission of the owners.  
The seropositive dogs were sent by the local autho-rities 

(Municipal Health Department of Barra Mansa) to be 

euthanized at Instituto Nacional de Infectologia Evandro 

Chagas (INI), Fundação Oswaldo Cruz, Brazil. Euthanasia 

procedure was performed according to recommendations of 

the Brazilian Ministry of Health for the control of VL. From 

the 58 animals necropsied, we were able to recover enough 

thymus samples from only 16 dogs, which were included in 

the study. 



 

50 
 

DA SILVA ET AL. 
 

 | 3   
 

2.3 | Clinical evaluation 

   
 

medullary area (mm2) of tissue and the cortex:medulla 
 

 ratio were analyzed using the ImageJ software (NIH). 
   

The animals were submitted to a physical examination that 

consisted of the inspection of the skin, ocular, and nasal 

mucosae, as well as palpation of the superficial lymph nodes 

and organs. The following clinical signs were considered 

compatible with VL: low body score, cachexia, apathy, pale 

mucosae, regional or generalized lymphade-nomegaly, 

splenomegaly, hepatomegaly, skin ulcers, furfuraceous 

desquamation of skin, onychogryphosis, local or generalized 

alopecia, and keratoconjunctivitis.3,21 Ac-cording to the 

clinical signs compatible with VL, the dogs were classified 

into three groups: without clinical signs, with few clinical 

signs (one to three clinical signs) and with many clinical signs 

(more than three clinical signs).22 

 
 

2.4|Sample collection 

 

After physical examination, the dogs were euthanized using 

1.0 mL/kg of intravenous Thiopental 1.0% (Thiopentax 

Cristália). After the detection of an absence of corneal reflex 

induced by deep anesthesia, 10 mL of intravenous potassium 

chloride 19.1% (Isofarma) were administered. At necropsy, 

thymus samples were fixed in 10% neutral formalin and 

processed routinely for embedding in paraffin for 

immunohistochemistry, in situ hybridization (ISH), 

histopathology, and Polymerase chain reaction PCR. 

Additionally, samples of spleen, skin and popliteal lymph 

nodes were collected aseptically, immersed in sterile saline, 

and submitted to parasitological culture followed by multi-

locus enzyme electrophoresis (MLEE) for Leishmania 

species identification. 

 

 

2.5 | Parasitological culture for isolation and 
identification of Leishmania 

species 

 

The samples were seeded onto biphasic NNN/Schneider’s 

Insect Medium (Sigma‐Aldrich Co, St Louis, MO) 

containing 10% fetal bovine serum and incubated at 26 ± 

28°C23 for at least 30 days. The Leishmania promastigotes, 

isolated from tissues, were further identi-fied at the species 

level by MLEE using five enzymatic systems according to 

protocols previously described.24 

 
 

 

2.7 | Detection and quantification of 
amastigote forms of Leishmania spp. by 

immunohistochemistry 

 

The slides were submitted to deparaffinization, rehydra-tion, 

blocking of endogenous peroxidase, antigen retrie-val, 

blockade of nonspecific protein binding, and incuba-tion with 

polyclonal rabbit anti‐Leishmania serum diluted 1:500 

following a previously described protocol.25 A polymer‐

based detection system (HiDef Detection HRP Polymer 

System; Cell Marque, Rocklin, CA) was used for the 

detection of amastigote forms of Leishmania spp. according 

to the manufacturer’s recommendations.  
For the evaluation of the parasite load in the thymus, 

macrophages parasitized with amastigote forms of Leish-

mania spp. were quantified using a 1‐mm2 optical grid and a 

manual cell counter. The cells were counted in five fields at 

×400 magnification in the most parasitized areas of the 

sections. The mean number of parasitized macrophages was 

calculated and parasitism was classified as absent, mild to 

moderate (0.2‐10 parasitized macrophages), and intense 

(more than 10 parasitized macrophages). 
 

 

2.8 | Detection of laminin and fibronectin by 
immunohistochemistry 

 

After deparaffinization, rehydration, blocking of endogen-ous 

peroxidase, antigen retrieval, blockade of nonspecific protein 

binding (0.4% bovine serum albumin; Sigma‐Aldrich Co), the 

specimens were incubated with the primary antibodies directed 

to laminin and fibronectin (Abcam), followed by incubation with 

anti‐rabbit secondary antibody (Abcam) and streptavidin‐

horseradish peroxidase. Ami-noethylcarbazole (AEC kit; 

Invitrogen) was used as the substrate–chromogen system and the 

slides were counter-stained with Mayer’s hematoxylin (Sigma‐

Aldrich Co). The slides were examined under a light microscope 

(Nikon). Laminin and fibronectin deposits were quantified using 

the ImageJ software (NIH) and we analyzed at least 10 pictures/ 

microscopy field. The results were expressed as area fraction 

(representative of the percentage of the stained area). 

 

2.6|Histopathological evaluation 2.9|Leishmania characterization byPCR  
The sections (5‐µm‐thick) were stained with hematoxylin 

and eosin and examined by light microscopy (Nikon Eclipse 

E400; Tokyo, Japan). The cortical area (mm2), the 

 
 

The Leishmania present in the thymus were obtained by 

PCR the internal transcribed spacer‐1 (ITS‐1) gene 
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T A B L E 1  Primers ITS‐1 sequences27  
   

Sense Sequence (5′ 3′) Size, bp 
   

Forward (LITSR) CTG GAT CAT TTT CCG ⋯ 
 ATG  
   

Reverse (L5.8S) TGA TAC CAC TTA TCG 320 

 CAC TT  
    
Abbreviations: ITS‐1, internal transcribed spacer‐1; bp, base pairs. 

 

fragment26 followed by sequencing to determine the species. 

Only 10 out of 16 samples from infected dogs were 

successfully sequenced. The six samples left were positive to 

Leishmania sp but not sequenced. The primer sequences are 

described in Table 1. PCR was performed following 

previously described cycling conditions: 94°C for 5 minutes 

followed by 32 cycles at 94°C for 30 seconds, 52°C for 1 

minute and 72°C for 90 seconds and a final extension at 72°C 

for 10 minutes.  
After amplification, the products were purified with 

MinElute 96 UF PCR purification kit, Qiagen. The purified 

products were sequenced using the same primers with 

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo 

Fisher Scientific, EUA) according to the manufacturer’s 

specifications, in 96‐well plates using a concentration of 3.2 

μM of each primer (forward and reverse) and 1.6 μL of the 

purified PCR product. The reactions were performed by 

Fiocruz sequencing plat-form (RPT01A; Seqüenciamento de 

DNA, RJ). The obtained sequences were analyzed using 

Phred/Phrap/ Consed script and aligned with MEGA 7 

software (Gordon D, 2003). A search using the BLAST 

algorithm (ncbi.gov) was carried out to confirm the species. 

 

2.10 | Detection of amastigote forms of L. 
infantum by ISH 

 

ISH was used only in thymus samples in which the 

Leishmania species was not identified by PCR. In these 

samples, ISH was used to identify amastigote forms of L. 

infantum by detecting a specific nucleic acid sequence of this 

parasite. For this purpose, an L. infantum‐specific 

oligonucleotide probe labeled with digoxigenin that targets 

the minicircle kinetoplast DNA gene of the parasite28 was 

used. Five‐ micrometer‐thick sections were cut from the 

paraffin blocks and mounted on silanized slides. These 

sections were processed as previously described29 using the 

ZytoFastPlus CISH Implementation Kit AP‐NBT/ BCIP1 

(Zytovision GmbH, Bremerhaven, Germany). The probe was 

diluted 1:500 in Hybridization Solution H7782 (Sigma‐

Aldrich Co). 

 
 

2.11|Statistical analysis 

 

In the present study, convenience samples were used, and for 

analysis purposes, the animals were divided into three groups 

according to clinical signs: without clinical signs, with few 

clinical signs and with many clinical signs or parasite load: 

absent, mild to moderate (0.2 to 10 parasitized macrophages), 

and intense (more than 10 parasitized macrophages). All 

variables (laminin and fibronectin deposition, cortical and 

medullary areas, and parasite load‐amastigotes/mm2) had 

normal distribution (P > .05) as indicated by Kolmogorov‐

Smirnov test in SPSS software. The construction of the 

Gaussian mixture (Normal distribution) was performed in 

excel and SPSS 24 software. A table with average, median, 

standard deviation, and maximum and minimum value of the 

number of amastigotes/mm2 was constructed. The normal 

distribution and the division into groups accord-ing to the 

intensity of the parasite load (high and low; Figure 1) were 

performed based on our previous study.5 The correlations 

between the variables (clinical score, cortical/medullary 

areas, laminin/fibronectin deposi-tions, and parasite load) 

were performed using the Pearson correlation. The 

comparisons between groups (high/low parasite load and 

clinical signs) were then analyzed using a t‐independent test. 

 

3|RESULTS 
 

3.1|Clinical data 

 

Ten of 16 dogs analyzed were males and six were female. The 

median age was 2.5 (range, 1‐12 years) (Table 2). In the 

clinical examination, seven dogs had no clinical signs, six had 

two or more clinical signs and three had one clinical sign 

(Table 2). 

 

3.2|L. infantum infecting thymus 

 

All 16 dogs tested positive for Leishmania sp. DNA by PCR 

in thymus. After ITS‐1 target amplification, the amplified 

products from the samples of 10 dogs were identified by 

sequencing and sequence blast revealed that all DNA samples 

corresponded to L. infantum (Table 3). Amastigote forms 

within macrophages were detected in the thymic cortex and 

medulla from eight (50%) dogs by immunohistochemistry 

(Figure 2A). In the thymus of two dogs that tested positive by 

PCR, but in which the parasite was not identified at the 

species level by this technique, ISH was positive for 

amastigote forms of L. infantum (Figure 2B). The thymus 

parasite load was 
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FIGURE 1 Quantification of parasite load was performed counting the number of amastigotes/mm2 of each animal. A Gaussian mixture (Normal 

distribution) was performed resulting in two groups: low and high parasite load 

 

assessed by immunohistochemistry, and of 16 dogs 

evaluated, eight showed no label (50%), four dogs (25%) 

showed mild to moderate parasitism, and four dogs (25%) 

intense parasitism (Table 2). 

 

3.3|L. infantum infecting other organs 

 

Fifteen (94%) of the 16 evaluated dogs were positive for 

Leishmania spp. in the skin, spleen, or lymph node by 

parasitological culture (Table 2). The parasite was isolated 

by culture from spleen, skin and lymph node in 13 (81%), 12 

(75%), and 12 (75%) animals, respectively. All these isolates 

were identified as L. infantum by MLEE. 

 

3.4|Histopathological evaluation 

 

In the thymus of eight dogs positive for Leishmania 

amastigote forms, a granulomatous or pyogranulomatous 

thymitis was observed: in six dogs (#1, 2, 11, 12, 14, and  
(E) and two dogs (#6 and 15), respectively. The 

granulomatous inflammatory infiltrate was poorly de-limited 

and composed mainly by macrophages with few 

lymphocytes and plasma cells. The pyogranulomatous 

inflammatory infiltrate was poorly delimited and com-posed 

mainly by macrophages and neutrophils with few 

lymphocytes and plasma cells. The distribution of the 

inflammatory infiltrate was multifocal or diffuse and it 

affected cortical and medullar regions. In one dog (#6), the 

interlobular trabeculae were thickened due to fibrosis and 

intense pyogranulomatous inflammatory infiltrate associated 

with many amastigote forms of Leishmania within 

macrophages (Figure 2C‐E). In addition, 

 
 
involution with replacement by connective and adipose 

tissues was observed in all dogs. Thymic cysts, lined by 

ciliated epithelium, were found in four dogs (#2, 6, 12,  
1. (Figure 2F). In the thymus of the eight dogs in which 

Leishmania amastigote forms were not detected, thymitis was 

not observed. All of these eight dogs had involution of 

thymus and thymic cystis was observed in three dogs (#3, 4, 

and 13). 

 

3.5|Analysis of cortex:medulla ratio 

 

The cortex:medulla ratio was calculated for each dog and 

varied from 0.13 to 5.18 mm2 (mean ± SEM: 2.5 ± 0.35). We 

did not observe differences in cortex:medulla ratio when 

groups based on age, clinical signs or parasite load were 

compared (P > .05) (Figure 3). 

 

3.6 | Analysis of thymic extracellular matrix 
compounds (laminin and fibronectin 
depositions) 

 

As we had observed amastigotes in the thymus associated 

with in situ inflammatory reaction, we decided to quantify 

some components of thymic extracellular matrix, such as 

laminin and fibronectin. These molecules act as a scaffold to 

thymus and play a role in the events of T‐lymphocyte 

maturation. Fibronectin and laminin depositions were 

detected in the thymus from all evaluated dogs and varied 

from 0.92 to 25.80 area fraction (mean ± SEM: 12.44 ± 1.98) 

and from 1.18 to 19.20 area fraction (mean ± SEM: 9.06 ± 

1.66), respectively (Figures 4 and 5). Although we did not 

observe differences when comparing the area 
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TABLE 2  Description of clinical data and detection of amastigotes in the thymus from Leishmania infantum‐naturally infected dogs   
        

     Amastigotes in Parasite L. infantum in SK (LN 

Dog Breed Age, y Sex Clinical signs thymus (IHC) load/mm
2
 and SP) and PC 

1 Mixed‐breed 3 M Alopecia Positive 13 SK(+), LN(+), and SP(+) 
        

2 Mixed‐breed 1 M Furfuraceous desquamation of skin, thinning, onychogryphosis, and Positive 5 SK(+), LN(+), and SP(+) 

    keratoconjunctivitis    

3 Rottweiler 6 F Absent Negative 0 SK(−), LN(−), and SP(−) 
        

4 Mixed‐breed 4 F Alopecia, lymphadenomegaly Onychogryphosis Negative 0 SK(+), LN(+), and SP(+) 

5 Mixed‐breed 2 F Absent Negative 0 SK(−), LN(−), and SP(+) 
        

6 Cane corso 4 F Thinning Positive 14 SK(+), LN(+), and SP(+) 

7 Cane corso 2 M Furfuraceous desquamation of skin, alopecia, cachexia, onychogryphosis, Negative 0 SK(+), LN(+), and SP(−) 
    keratoconjunctivitis, lymphadenomegaly, and splenomegaly    
        

8 Pinscher 4 M Absent Negative 0 SK(+), LN(+), and SP(+) 

9 Mixed‐breed 3 M Splenomegaly, lymphadenomegaly Negative 0 SK(+), LN(−), and SP(−) 
        

10 Mixed‐breed 12 F Absent Negative 0 SK(−), LN(−), and SP(+) 

11 Mixed‐breed 2 M Absent Positive 13 SK(+), LN(+), and SP(+) 
        

12 Mixed‐breed 2 M Splenomegaly Positive 03 SK(+), LN(+), and SP(+) 

13 Mixed‐breed 5 M Absent Negative 0 SK(+), LN(+), and SP(+) 
        

14 Mixed‐breed 1 M Furfuraceous desquamation of skin, keratoconjunctivitis, Positive 10 SK(+), LN(+), and SP(+) 

    lymphadenomegaly, and hepatomegaly    

15 Mixed‐breed 2 F Hepatomegaly, skin ulcer, lymphadenomegaly, alopecia, and Positive 31 SK(+), LN(+), and SP(+) 
    onychogryphosis    
        

16 Mixed‐breed 1 M Absent Positive 10 SK(−), LN(+), and SP(+) 
         
Abbreviations: IHC, immunohistochemistry; LN, lymph node; PC, parasitological culture; SK, skin; SP, spleen. 
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fraction of fibronectin and laminin deposition with the 

parasite load, we observed that fibronectin deposition was 

greater in animals presenting more clinical signs (P = .028) 

(Figure 5B). There was a positive correlation between 

fibronectin deposition and clinical signs (Pearson correla-

tion, P = .008; r = .638) (Figure 6A). We also observed a 

negative correlation between laminin deposition and 

cortex:medulla ratio (Pearson correlation, P = .016; r = 

−.628) (Figure 6B). 

 

 

4|DISCUSSION 

 

In the present study, the thymuses of 16 dogs were evaluated 

for the presence of the parasite L. infantum. Herein, we 

detected Leishmania DNA by PCR ITS‐1 in the thymus from 

all dogs included in the study and intact amastigotes by 

immunohistochemistry in 50% of them. The animals showing 

thymus infection also had parasites in other lymphoid organs 

such as spleen and lymph nodes. Furthermore, skin infection 

by L. infantum was frequently observed, which suggests that 

these dogs were potential source of infection for sandy flies.  
Histopathological alterations such as granulomatous or 

pyogranulomatous infiltration were evidenced in the 

thymuses from eight dogs in which intact amastigotes were 

visualized in situ. Moreover, dogs presenting more clinical 

signs showed higher fibronectin depositions in thymus. 

Altogether, the data suggest the thymus as a site for parasite 

colonization. Moreover, the alterations in thymic 

microarchitecture could be associated with inflammatory 

reactions induced by the parasite in the organ and may 

influence the antiparasite immune response and disease 

progression.  
The thymic microenvironment is formed mainly by 

fibronectin and laminin.30 The bone marrow‐derived T‐cell 

precursors enter in the thymus by the cortical zone and travel 

through the thymic microenvironment to finish their 

maturation.30-32 Cell migration is crucial for intrathymic T‐

cell differentiation induced by chemokines and extracellular 

matrix components such as fibronec-tin.30 Parasitic 

infections lead to thymic changes that may affect the immune 

response of animals.33-35 In a previous study, amastigotes 

were evidenced in mice experimen-tally infected with L. 

infantum, and the thymuses of those animals exhibited 

increased weight and significant alterations in chemokine 

levels. 35 Morrot et al33 studying an experimental acute 

infection by Trypanosoma cruzi, observed massive 

thymocyte depletion and abnormal release of immature 

CD4(+)CD8(+) cells to peripheral lymphoid organs, where 

they acquired an activated phenotype similar to activated 

effector or memory T cells. They suggested that, in this 

model, these cells 
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F I G U R E 2 Histopathological evaluation of the thymus from Leishmania infantum‐naturally infected dogs. A, Brown‐stained amastigote forms of 

Leishmania spp. (arrow and inset) in the cytoplasm of macrophages (immunohistochemistry). B, Blue‐stained amastigote forms of Leishmania spp. (arrow 

and inset) in the cytoplasm of macrophages (in situ hybridization). C, Thymitis showing thickening of the interlobular trabeculae due to fibrosis and to an 

intense pyogranulomatous inflammatory infiltrate (HE). D, Detail of (C) showing an intense pyogranulomatous inflammatory infiltrate in the interlobular 

trabeculae. E, Detail of (D) showing an intense and poorly formed pyogranulomatous inflammatory infiltrate in the interlobular trabeculae composed mainly 

by macrophages and neutrophils with few lymphocytes and plasma cells. Several amastigote forms of Leishmania spp. (arrow and inset) are observed within 

the cytoplasm of macrophages (HE). F, Thymic cysts lined by ciliated epithelium in the parenchyma (HE). C, cortex; H , Hassall’s corpuscle; HE, 

hematoxylin and eosin; M, medulla, T, interlobular trabecula; TC, thymic cyst 
 

 

escaped from the negative selection process, and some of 

them became potentially autoimmune.33 They also observed 

atrophy of mesenteric lymph nodes, in contrast with 

lymphocyte expansion in spleen and subcutaneous lymph 

nodes, illustrating a complex and organ‐specific dynamics of 

lymphocyte subpopulations.33 Herein, we observed 

inflammatory reaction and alterations in fibronectin 

depositions in infected dogs. Since the cortical region is the 

area where immature lymphocytes migrate 

 
 

 

while they receive the stimuli for their maturation, the data 

suggest that Leishmania infection could modify the regular 

functionality of thymus. In fact, lymphopenia, splenomegaly, 

and lymphadenopathy have been de-scribed in canine 

visceral leishmaniasis (CVL), as well  
as microarchitecture disruption of both spleen and lymph 

nodes.8,36,37 Although the presence of amastigotes in  
spleen and lymph nodes can produce local inflammatory 

alterations, based on our data, we cannot discard the 
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F I G U R E 3 Analysis of the cortex:medulla ratio of the thymus from L. infantum‐naturally infected dogs. A,B, Representative images of the cortex:medulla 

ratio observed in two animals. C,D, Comparison of cortex:medulla ratio between groups according to clinical signs. E,F, Comparison of cortex:medulla ratio 

between groups according to parasite load 
 

 

possible contribution of immature lymphocytes released 

from the thymus to the described tissue alterations. 

Therefore, other analyses should be done to verify this 

hypothesis.  
In our study, the animals were in the adult phase and we 

observed involution of thymus in all of them. In dogs, the 

complete development of thymus occurs at 2 months of age, 

entering into a process of involution after 6 months of age, 

but maintaining its activity during the animal’s life and acting 

as a modulator of other lymphoid organs.18 From 1‐year‐old, 

the adipose tissue becomes more evident with small islands 

of remaining thymic tissue,18 which may persist until the old 

age. In fact, we observed the islands of remaining thymic 

tissue in one 12‐year‐old dog. These islands had all cell 

populations as observed in the thymus from young animals 

but in smaller numbers.18 So, it is reasonable to think that 

due to infection by Leishmania and consequent tissue 

damage observed in the thymus, the maturation of 

lymphocytes 

 
 

 

could be altered in these thymic islands and might contribute 

to the immunopathology of secondary lym-phoid organs in 

CVL. Although the reminiscent thymus maintains thymocyte 

maturation over the whole life of the animal, the effect of 

thymic infection in the course of leishmaniasis would be 

more severe in pups, since there is intense thymus activity 

and immunological maturation in young animals. Thus, 

studies focused on the thymus of young dogs would better‐

clarify this hypothesis.  
Regarding the alterations observed in thymic extra-

cellular matrix compounds, fibronectin interconnecting 

segment domain can be recognized by receptors ex-pressed 

in macrophages favoring the invasion of parasites and 

reducing the activation of macrophages.38-41 In fact, the 

thymus is an organ that harbors a significant number of TGF‐

β (transforming growth factor‐β)‐producing macrophages 

that act as professional scavengers of apoptotic cells resulting 

from the regular process of negative selection.42,43 Due to 

selection processes, 
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F I G U R E 4 Analysis of laminin deposition in the thymus from L. infantum‐naturally infected dogs. A,B, Comparison of laminin deposition between 

groups according to clinical signs. C,D, Comparison of laminin deposition between groups according to parasite load 

 

95% of all the thymocytes formed die and are submitted to 

clearance by macrophages.44 Although classically activated 

macrophages (M1‐NOS2 and TNF‐α [tumor necrosis factor‐

α] producer cells) play a role in parasite killing,45 the 

professional scavenger macrophages ob-served in thymus 

could act as a site for Leishmania persistence. In fact, we 

previously observed F4/80+ cells colocalizing with parasites 

in the thymus of L. infantum‐ infected mice.35 In the infected 

dogs, the amastigotes  

 

 

were observed inside macrophages located at the cortical and 

medullary regions.  
The higher expression of extracellular matrix mole-cules 

such as laminin, collagen, and fibronectin in animals with 

more clinical signs has been demonstrated  
in lymphoid organs such as spleen and lymph node, and also 

in the liver.8,9,14,37,40 In our study, we observed a 

positive correlation between clinical score and fibronec-tin 

deposition. This data suggests a remodeling process of 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

F I G U R E 5 Analysis of fibronectin 

deposition in the thymus from L. infantum‐

naturally infected dogs. A,B, Comparison of 

fibronectin deposition between groups 

according to clinical signs. C,D, Comparison 

of fibronectin deposition between groups 

according to parasite load 
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F I G U R E 6 Correlations between (A) 

fibronectin deposition and clinical score and 

(B) laminin deposition and cortex:medulla 

ratio (Pearson correlation) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

the thymic extracellular matrix probably due to the 

inflammatory process induced by the presence of the parasite 

in this organ. The parasite disseminates through various 

organs, causing inflammatory process, extracel-lular matrix 

changes and tissue damage leading to organic dysfunctions, 

and consequently, the appearance of clinical signs. However, 

further studies should be performed to elucidate this 

hypothesis.  
The lack of correlation between fibronectin expression 

and cortex/medulla ratio can be explained by the large 

variability in measurements of these areas due to the age 

differences of the evaluated dogs. There are several factors 

that may influence the thymus histological patterns: 

diabetes,46 infections,34 malnutrition,35 and age.16,18 It is 

well‐described that the thymus suffers involution through-out 

the life of the animal accompanied by the reduction of the 

cortex.16,18 Laminin, in turn, correlated inversely with the 

cortex/medulla ratio. Laminin is more concentrated in the 

medullary region, and therefore, the larger the cortical area, 

the lower the laminin expression. This correlation probably 

occurred due to age‐related differences but not to the 

infectious process itself.  
Taken together, these results demonstrate that the thymus 

of dogs can be parasitized by L. infantum, which may 

generate inflammatory reactions leading to altera-tions in 

thymic microarchitecture. These alterations probably 

compromise the maturation of T lymphocytes in the thymus 

favoring the failure of the immune response in infected dogs. 
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Resumo  

O baço é um dos principais órgãos afetados na Leishmaniose visceral canina (LVC). A 

desorganização da polpa branca do baço (SWP) tem sido associada à imunossupressão e 

progressão da doença. Este estudo teve como objetivo avaliar as alterações estruturais e celulares 

na matriz extracelular esplênica de cães com LVC, correlacionando essas alterações com a carga 

parasitária e sinais clínicos. Fragmentos esplênicos foram coletados de 41 animais naturalmente 

infectados para quantificação da carga parasitária por PCR quantitativo, análise histopatológica 

e imunoistoquímica para células T CD3+, CD4+ e CD8+; Células B CD21+; Células Ki-67+, IFN-

γ+ e IL-10+; e as enzimas MMP-9 e ADAM-10. A deposição de laminina, colágeno e fibronectina 

também foi avaliada. Os animais foram agrupados de acordo com o nível de organização da 

SWP. A desorganização da SWP foi acompanhada por uma redução na quantidade de folículos 

linfoides/mm2 (p> 0,0001). Animais com desorganização moderada a intensa da SWP 

apresentaram mais sinais clínicos (p = 0,021), maior deposição de laminina (p = 0,045) e 

colágeno (p = 0,036), maior expressão de MMP-9 (p = 0,035) e menor número de células T CD4+ 

(p = 0,027) no baço do que nos animais com SWP organizada. Esses dados sugerem que a 

estrutura e função esplênicas são drasticamente alteradas e comprometidas durante a LVC. 
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Abstract 
 
The spleen is one of the main affected organs in canine visceral leishmaniasis (CVL). Disor-

ganization of the splenic white pulp (SWP) has been associated with immunosuppression and 

disease progression. This study aims to assess structural and cellular changes in the splenic 

extracellular matrix of dogs with CVL, correlating these changes with the parasite load and 

clinical signs. Splenic fragments were collected from 41 naturally infected animals for parasite 

load quantification by quantitative PCR, histopathological analysis and immuno-histochemistry 

for CD3+, CD4+, and CD8+ T cells; CD21+ B cells; Ki-67+, IFN-γ+, and IL-10+ cells; and the 

MMP-9 and ADAM-10 enzymes. Laminin, collagen and fibronectin deposition were also 

evaluated. The animals were grouped according to the level of SWP organization. SWP 

disorganization was accompanied by a reduction in the quantity of lymphoid follicles/ mm2 (p > 

0.0001). Animals with moderate to intense SWP disorganization showed more clinical signs (p 

= 0.021), higher laminin (p = 0.045) and collagen deposition (p = 0.036), higher MMP-9 

expression (p = 0.035) and lower numbers of CD4+ T cells (p = 0.027) in the spleen than the 

animals with organized SWP. These data suggest that splenic structure and function are 

drastically altered and compromised during CVL. 

PLOS Neglected Tropical Diseases | https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006445 April 20, 2018 1 / 16 
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Author summary 
 
Infected dogs play important roles in the transmission of visceral leishmaniasis. These dogs 

are considered reservoirs of parasites in urban areas and fail to mount an efficient anti-

Leishmania immune response. However, the specific immunosuppression profile is not 

completely understood. In our report, we evaluate and discuss the morphophysiologi-cal 

alterations in the spleens of dogs with visceral leishmaniasis. We found an association 

between extracellular matrix alterations and a failure to control the parasite load. We sug-gest 

a role for these alterations in hindering an immune response that is otherwise able to control 

the parasite load, thereby leading to disease progression. Our research contributes to the 

current knowledge of the immunopathology of canine visceral leishmaniasis. 

 

 

Introduction 
 

In Brazil, visceral leishmaniasis is caused by Leishmania infantum, and the domestic dog is the 

main urban reservoir[1]. Additionally, dogs have been used as models for the study of human 

disease[2] because disease progression in dogs is similar to that in humans[3]. 
  

Concerning the immune response in canine visceral leishmaniasis (CVL), susceptible 

ani-mals have a remarkably attenuated humoral and cellular immune response against the 

parasite, resulting in the appearance of clinical signs[2]. Although the cytokine expression 

profile has also been associated with disease resistance or progression to CVL[4], the data 

regarding cyto-kine expression in the spleen remain controversial[1,5,6]. 
  

The spleen is the key organ responsible for removing damaged and senescent cells from 

blood circulation. The adaptive immune responses against the pathogens captured from the 

blood begin in this organ[7]. The composition of the spleen is based on two structures: the red 

pulp and the white pulp, an area rich in T and B lymphocytes. Additionally, cells that are highly 

specialized in antigenic presentation are found in this organ. The white pulp exhibits an orga-

nization in which it is wrapped around central arterioles, which are branches of the artery[7]. 

Multiple molecules, namely, laminin, fibronectin and collagen, are important proteins that 

constitute the basal and interstitial membranes of this organ and are fundamental to the struc-

turing and maintenance of the white pulp, contributing to the upkeep of cellular compartmen-

talization. These proteins also contribute to the cellular communication and transport of 

cytokines and chemokines through structures known as sinusoids and conduits, which com-

prise type IV collagen, laminin and reticular fibroblasts[8–10]. Differences in the localizations of 

extracellular matrix (ECM) molecules in the spleen suggest that the ECM plays a role in the 

compartmentalization of immune cells to their respective niches, and clearly, future analyses of 

ECM animal models require the consideration of possible immunological defects[10]. 
  

The spleen is among the main organs affected by CVL and is responsible for the immune 

response to systemic infection; however, knowledge on the pathogenic mechanisms involved is 

limited. Splenic microarchitecture disruption in infected dogs has been associated with fibrosis and 

disease progression[11,12]. The increased deposition of laminin, fibronectin and collagen in the 

livers of naturally infected dogs, with a concomitant decrease in T lymphocytes and an increase in 

the parasite load, has been described elsewhere[13]. Still, the structural changes of the splenic ECM 

are accompanied by reductions in the mRNA expression levels of chemokines and their 

receptors[14]. These authors have suggested that the failure to express these molecules may lead 

to deficient leukocyte migration, hampering the development of an efficient immune response. 

Although metallopeptidases (MMP-2 and MMP-9), which are enzymes that degrade ECM 

compounds, have already been demonstrated in the sera of 
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naturally infected dogs[15], their activities in tissues, particularly in the spleens of infected 

dogs, have not been evaluated. We hypothesized that changes in the organization of 

splenic white pulp (SWP) could be accompanied by alterations in ECM molecule 

deposition, metallo-peptidase activity and lymphocyte distribution, thereby affecting the 

immune response and resulting in failure to control the parasite, especially during the final 

stages of the disease. Thus, the aim of the present study was to examine alterations to 

splenic ECM compounds through the analysis of collagen, laminin and fibronectin 

deposition and metallopeptidase expression (MMP-9, ADAM-10) in groups of animals 

showing different degrees of SWP orga-nization. Additionally, we aimed to describe and 

compare the distributions and quantities of T and B lymphocytes in their segregated areas, 

proliferation markers (Ki-67) and cytokine expression (IFN-γ and IL-10) in these groups. 

Herein, the disorganized SWP from dogs natu-rally infected with L. infantum showed a 

higher deposition of ECM compounds, namely, lami-nin and collagen, and higher MMP-9 

in situ expression than the organized SWP. These alterations were associated with 

reductions in lymphocyte niches and the frequency of CD4
+
 cells. 

 

Methods 
 

Ethics statement 
 

The animals included in this study were L. infantum-naturally infected dogs that were destined for 

euthanasia as recommended by the politics of the Brazilian Ministry of Health and after all owners of 

the dogs had provided formal written consent. The samples were collected during necropsies 

conducted by veterinarians from the Laborato´rio de Pesquisa Clı´nica em Dermato-zoonoses em 

Animais Dome´sticos (LAPCLIN-DERMZOO–INI/FIOCRUZ) approved by 
´ 

Comitê de Etica em Uso de Animais (CEUA—Fiocruz) under the license LW-54/13 
and according to the Brazilian Law 11794/08 and Sociedade Brasileira de Ciência 

em Animais de Laborato´rio (SBCAL). 

 

Animals and clinical evaluation 
 

Forty-one dogs from Barra Mansa- (Rio de Janeiro, Brazil), obtained from a convenience 

sam-pling, diagnosed with CVL were included in this study. Later, the animals were 

grouped according to the level of SWP organization. The primary diagnosis was performed 

by Centro de Controle de Zoonoses da Secretaria Municipal de Barra Mansa using the 

CVL DPP test (Bio-Manguinhos-FIOCRUZ) as the screening test and ELISA (EIE–

Leishmaniose Visceral Canina Bio-Manguinhos) as the confirmatory test. In addition, the 

infection was confirmed by parasite isolation, and all animals were associated with positive 

cultures in NNN/Schneider’s biphasic medium at 25˚C. 
 

The animals included in the study were negative for the most common 

hemoparasitoses with Fuller Kit (Eurovet—Babesia canis) and Snap 4DX Plus Test 

(IDEXX -Anaplasma/Ehrli-chia/Lyme/Heartworm). All dogs with coinfections 

(hemoparasitosis and leishmaniasis) were excluded from this study. 
 

Clinical evaluations were performed by two veterinarians according to the clinical score adapted 

elsewhere[16,17]. Shortly, six common clinical signs (dermatitis, onychogryphosis, 

keratoconjunctivitis, the body condition, alopecia and lymphadenopathy) were scored on a 

semiquantitative scale from 0 (absent) to 3 (severe). Body condition was classified as 0 (Ideal: easily 

palpable ribs with minimal fat around, waist easily seen from above and evident abdomi-nal 

silhouette), 1 (Thin: ribs easily palpable and may be visible without palpable fat, the top of the lumbar 

region is visible, prominent pelvic bones, silhouette of waist and abdomen appar-ent), 2 (Very thin: 

Ribs, lumbar and pelvic bones are easily visible, absence of palpable fat, 
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evidence of other bony prominences and minimal muscle loss) and 3 (Extremely thin: All bony 

structures are prominent and in evidence at a distance, no discernible body fat and severe loss of 

muscle mass). None of the evaluated animals showed obesity. The sum of the values was used to 

determine the final clinical classification as low (0–2), moderate (3–6) or high (7–18) score. After 

clinical examination, euthanasia was conducted by veterinarians from the LAP-CLIN-DERMZOO by 

intravenously administering 1.0 ml/kg 1.0% Thiopental (Thiopentax, Crista´lia). After the absence of 

a corneal reflex due to deep anesthesia was detected, 10 ml of 19.1% potassium chloride was 

intravenously administered (Isofarma). During necropsy, tissue samples from the 

spleen were collected into sterile DNA-free polypropylene tubes and frozen at -20˚C 

until further use.  

 

DNA extraction 
 

Total DNA was extracted from approximately 10 mg of each spleen sample. The DNA 

extrac-tion was performed using the QIAmp DNA Mini kit (Qiagen, CA, USA), which 

included an initial phase of digestion with 20 μl of proteinase K (20 mg/mL) for 1 hour 

at 56˚C. The DNA was dissolved in 50 μl of tris EDTA buffer (AE buffer) and quantified 

with the NanoDrop spec-trophotometer (Thermo Scientific, USA). 

 

Determination of Leishmania load by quantitative 
polymerase chain reaction (qPCR) 

 
The parasite loads in the spleen samples were estimated by quantitative PCR (qPCR) as previ-ously 

described by Cavalcanti and collaborators[17]. HPRT primers (Supplementary S1 Table) were used 

to normalize the concentrations of canine DNA in each sample. To quantify the par-asite load, primers 

(S1 Table) described by Prina and collaborators[18] were used to amplify 
 

a product corresponding to the small subunit ribosomal RNA (ssrRNA, multicopy gene). The qPCR 

reactions were run with the Step One equipment (Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc.) using 

the detection system Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc.). 

Total purified DNA (100 ng) in 2 μl was added to a final PCR reaction volume of 20 μl containing 1X 

Power SYBR Green and 300 nM of each primer for HPRT or 500 nM of each primer for ssrRNA PCR. 

qPCR was performed with an activation step at 95˚C for 10 minutes, followed by 40 cycles of 

denaturation and annealing/extension (95˚C for 15 seconds, 60˚C for 1 minute and 68˚C for 30 

seconds). A melt curve stage was performed for each specific amplification analysis (95˚C for 15 

seconds, 60˚C for 1 minute and 95˚C for 15 seconds). All reactions were performed in duplicate for 

each target, and both targets were run in the same plate for the same sample. Quantifications of 

peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from non-infected dogs and L. infantum promastigotes 

(MCAN/BR/2007/CG-1) were performed using a cell counter (Z1 COULTER COUNTER, Beckman 

Coulter, Fullerton, CA, USA), and total DNA was extracted from 1.0 x 106 PBMCs and 1.0 x 107 

promastigotes. Standard curves for HPRT and ssrRNA genes were prepared using serial 10-fold 

dilutions from 10−2 to 107 of total purified DNA. The animals were grouped as high or low parasite 

bur-den (cutoff: 5.5 x 104 parasites/106 host cells) as described by Cavalcanti et al[17]. 

 

Histopathology 
 

The spleen fragments were fixed in 10% formalin, embedded in paraffin and cut into 5-μm-thick 

sections that were mounted on microscope slides. The sections were stained with hema-toxylin and 

eosin and examined by light microscopy (Nikon Eclipse E400 –Tokyo, Japan). Structural changes 

to spleen lymphoid tissues were analyzed as previously described[19]. 

The parameters analyzed were as follows: the presence of granulomas and the degree of the  
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structural organization of the white pulp (1, organized–the presence of a distinct periarteriolar 

lymphocyte sheath, germinal center, mantle zone and marginal zone; 2, slightly disorganized– 

the presence of either hyperplastic or hypoplastic changes leading to a loss in the definition of 

any region of the white pulp; 3, moderately disorganized–evident white pulp with poorly indi-

vidualized or indistinct regions; and 4, intensely disorganized–a follicular structure that was 

barely distinct from the red pulp and T cell areas). The number of lymphoid follicles was deter-

mined as lymphoid follicles/mm2 of tissue in tissues sections using Nikon ACT-1 software ver-

sion 2.62 (Nikon). Well-formed granulomas were characterized by the presence of epithelioid 

cells and well-established limits. Collagen deposits were quantified in picrosirius red-stained 

tissue using ImageJ 1.48v software (NIH, USA). Since the parameters evaluated did not differ 

infected dogs presenting organized SWP from those of uninfected dogs, animals presenting 

organized SWP were considered as the reference for comparisons between groups. 

 

Immunohistochemistry 
 

Immunohistochemistry was based on the method reported by Morgado and collaborators[20]. Briefly, 

spleen fragments frozen in OCT resin (Sakura) were cut into 3–5 μm-thick sections and mounted 

onto microscope slides (silanized slides; DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA). The slides were 

fixed in acetone PA (Merck, Darmstadt, Germany) and subjected to hydration, endogenous 

peroxidase blockage (peroxidase blocking reagent; Dako) and nonspe-cific staining blockage (0.4% 

BSA; Sigma, USA). The specimens were then incubated with pri-mary antibodies directed against 

CD3+, CD4+, CD8+, CD21+, IFN-γ+, IL-10+ (Serotec), Ki-67+ (eBioscience), laminin, fibronectin, 

ADAM-10 (Abcam) or MMP-9 (Serotec), followed by incubation with the Labelled Polymer (Envision 

System-HRP, Dako). Aminoethyl carbazole (AEC kit; Invitrogen) was used as the substrate-

chromogen system, and the slides were coun-terstained with Mayer’s hematoxylin (Sigma). The 

slides were examined under a light micro-scope (Zeiss), and the number of marked cells/mm2 tissue 

in the red pulp was determined. Two blinded readers evaluated the slides. Laminin and fibronectin 

deposits were quantified using ImageJ 1.48v software (NIH, USA), and the results are presented as 

the percentage of the marked area. Primary antibody suppression was used as the negative control 

reaction. 

 

Statistical analysis 
 

The SPSS program for Windows, version 16 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was used for 

statis-tical analysis. The Kolmogorov-Smirnov test was used to evaluate the Gaussian 

distributions of the variables. The data were analyzed using Student’s t-test for variables 

with parametric dis-tributions and the Mann-Whitney test for variables with nonparametric 

distributions. Correla-tions were determined using Spearman’s rank correlation coefficient. 

The data are reported as the mean and standard error of the mean (SEM) or and the 

median and minimum and maxi-mum values. Non-numerical data were analyzed in 2 x 2 

contingency tables with Fisher’s exact test using Prism software (GraphPad Prism version 

6.01). P-value < 0.05 was considered significant. 

 

Results 
 

Lymphoid follicles/ tissue is lower in animals with disorganized splenic 

white pulp (SWP) than in animals with well-structured splenic stroma 
 

Considering the 41 animals diagnosed with CVL included in this study, the main clinical signs 

observed were onychogryphosis (79.4%), followed by dermatitis (67.6%), loss of body condi-

tion (41.2%), alopecia (38.2%), lymphadenomegaly (23.5%) and keratoconjunctivitis (23.5%) 
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Fig 1. Degrees of disorganization of the splenic white pulp in dogs naturally infected with Leishmania infantum. (A) Organized splenic white pulp: the white pulp  
has a distinct periarteriolar lymphocyte sheath, germinal center, mantle zone and marginal zone; (B) slightly disorganized splenic white pulp: the white pulp shows a 

decrease in the definition of any white pulp region; (C) moderately disorganized splenic white pulp: the white pulp is evident, but its regions are poorly defined or 

indistinct; (D) intensely disorganized white pulp; the follicular structure is barely distinct from the red pulp or T cell areas. Scale bar = 100 μm. Hematoxylin and eosin.  
(F) Lymphoid follicle number in the splenic white pulp. (F) The clinical scores of the evaluated dogs. Mann-Whitney test. OR-SD = animals with 
organized to slightly disorganized splenic white pulp. MD-ID = animals with moderately to intensely disorganized splenic white pulp.   
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006445.g001 

 

(S1 Fig and S2 Table). The animals were classified into 3 groups based on the clinical score:  
1-low score (N = 13, 31.7%); 2-moderate score (N = 15; 36.6%); and 3-high score (N = 13;  
31.7%). 

 
Based on histopathological analysis of the spleen, the white pulp was classified as organized SWP 

(OR, n = 3, 7.31% and Fig 1A), slightly disorganized SWP (SD, n = 8, 19.51% and Fig 1B), moderately 

disorganized SWP (MD n = 15, 36.6% and Fig 1C)  and intensely disorganized SWP (ID; n = 15, 

36.6% and Fig 1D). We observed that the higher the level of SWP disorganization was, the smaller 

the number of lymphoid follicles would be (P-value = 0.0001) (Fig 1E). The ani-mals with MD-ID SWP 

showed higher clinical scores (median 6.0; range 0 to 12.0) than the ani-mals with OR-SD SWP 

(clinical score: median 1.0; range 0 to 8.0 P-value = 0.021) (Fig 1F). 
 

The analysis of the granuloma number/mm2 of splenic tissue revealed that only 6 dogs 

showed well-formed granulomas (n = 6; median 3.83 × 106; minimum-maximum 4,6100– 

20,300,000 parasites/106 cells), and this finding was accompanied by a higher parasite burden 

compared to the samples that did not show well-formed granulomas (n = 35; median  

5.26 × 105; minimum-maximum 145–6,970,000 parasites/106 cells, P-value = 0.039). 

 

The deposition of the extracellular matrix components is 
associated with the disorganization of the splenic white pulp 

 
Most of the dogs analyzed in this study (n = 30, 73.2%) showed moderate to intense SWP dis-

organization. We hypothesized that this disorganization was associated with a modification to 
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ECM molecule expression. In this context, the expression of laminin, fibronectin and 
collagen were analyzed by immunohistochemistry (Fig 2A–2M). 

 
Fibronectin deposition was more abundant in the red pulp and in the intrafollicular than 

laminin deposition (Fig 2C and 2D, respectively). In general, the deposition of laminin was less 

intense in the intrafollicular region than in the red pulp (Fig 2H). In the MD-ID group, the laminin 

deposition assumed an irregular distribution. For example, in the follicle delimita-tion, laminin 

deposition was discontinuous and less intense in the animals with moderately to severely 

disorganized SWP than in the animals with organized to slightly disorganized SWP. We did not 

observe differences in fibronectin deposition when the groups were compared (Fig 2M). Higher 

laminin and collagen deposition in dogs with moderately to intensely disorga-nized SWP were 

observed (Fig 2O and 2P and S3 Table, P-value = 0.045 and 0.036, respec-tively). To determine 

whether the alterations in laminin deposition were accompanied by alterations in fibronectin 

deposition, we correlated these data and observed a positive correla-tion between laminin and 

fibronectin deposition (P-value = 0.043; r2 = 0.393 and S2A Fig). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 2. The extracellular matrix components in the spleens of naturally infected dogs with L. infantum. (A) Negative control (suppression of primary 

antibody). (B-D) Fibronectin deposition. Note that the deposition is well distributed throughout the splenic tissue and within the follicle (D). (E) Negative 

control (suppression of primary antibody). (F-G) The deposition of laminin is homogenous throughout the red pulp; however, laminin expression is 

delimited around the marginal zone of the white pulp (H). (I) Negative control. (J-L) Collagen deposition in the red pulp and (M) in one granuloma. A, B, D, 

F, H, I, J and M show the animals with organized splenic white pulp. C, E, G and L show the animals with disorganized splenic white pulp. Magnification: 

(A-H) 100x; Scale bar: 100 μm and (I-M) 400x; Scale bar: 25 μm. A-H: Immunohistochemistry—aminoethyl carbazole. I-M: Picrosirius red. (N) fibronectin 

deposition/area; (O) laminin deposition/ area; (P) collagen deposition/area. Mann-Whitney test. OR-SD = animals with organized to slightly disorganized 

splenic white pulp. MD-ID = animals with moderately to intensely disorganized splenic white pulp.   
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006445.g002  
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Metallopeptidase-9 expression is higher in dogs with disorganized 
splenic white pulp than in dogs with organized spleen 

 
We investigated whether MMP-9 and ADAM-10, two peptidases associated with matrix remodeling, 

could be altered in animals presenting different degrees of SWP disorganization by 

immunohistochemistry (Fig 3C and 3D). MMP-9 expression was higher in animals with 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 3. Deposition of MMP-9 and ADAM-10 during the extracellular matrix remodeling process. The dogs 

with disorganized splenic white pulp showed higher MMP-9, but not ADAM-10, expression than the dogs with 

organized splenic white pulp. (A-B) Negative controls (suppression of primary antibody) (C) Immunostaining of 

MMP-9. (D) Immunostaining of ADAM-10. Both immunostaining procedures were performed in the red pulp. (E) 

MMP-9 expression. (F) ADAM-10 expression. Immunohistochemistry of the red pulp—aminoethyl carbazole. 

Magnification: 400x, Scar bar: 25 μm. OR-SD = animals with organized to slightly disorganized splenic white 

pulp. MD-ID = animals with moderately to intensely disorganized splenic white pulp.   
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006445.g003  
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Fig 4. CD4+, CD8+ and Ki-67 + expression and cytokines/mm2 splenic tissue of dogs naturally infected with L. infantum. (A-B) Negative 

control (suppression of primary antibody). Immunostaining of (C-D) CD3+, (E) CD4+, (F) CD8+, (G) CD21+, (H) Ki-67+ proliferating, (I) IFN-γ+ and 

(J) IL-10+ cells. Magnification in A and C: 100x; Magnification in B and D-J: 400x. Scale bar = 25 μm. (L) CD4+ T cells/mm2. (M) CD8+ T 

cells/mm2. (N) CD21+ B cells/mm2. (O) Expression of IFN-γ/ mm2; (P) IL-10/mm2; (Q) KI-67+ cells/mm2. Mann-Whitney test. OR-SD = animals 
with organized to slightly disorganized splenic white pulp. MD-ID = animals with moderately to intensely disorganized splenic white pulp.   
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006445.g004 

 

 
MD-ID SWP than in animals with OR-SD SWP (P-value = 0.035) (Fig 3E and S3 Table). No 

significant differences were observed for ADAM-10 expression (P-value>0.05) (Fig 3F and  
S2 Table). 

 

 

The CD4+ cell number is lower in the disorganized spleen 
than in the organized spleen 

 
To examine the lymphocyte subpopulations of the disorganized spleen, CD4+, CD8+ and CD21+ 

cells were quantified in the red pulp (Fig 4A–4J) since no individual lymphoid structure can be 

observed in intensely disorganized tissue. The CD4+ T cell number was lower in the MD-ID ani-mals 

than in the OR-SD animals (P-value = 0.027, Fig 4K and S3 Table). No differences in the numbers 

of CD8+ and CD21+ cells were evident between the groups (Fig 4L and 4M and S3 Table) (P-

value>0.05). To verify whether associations between the cellular profile and extracellu-lar molecule 

or metallopeptidase alterations were present, we correlated these data and observed positive 

correlations between collagen deposition and CD21+ cells (P-value = 0.008 and r2 = 0.418; S2B Fig) 

and between CD21+ cells and MMP-9 expression (P-value = 0.010 and r2 = 0.401; S2C Fig). We 

also evaluated IFN-γ+- and IL-10+-expressing cells. Although no differences were 
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evident between groups, a correlation between IFN-γ+ and IL-10+ expression was 

observed (P-value = 0.0074 and r2 = 0.412) (Fig 4N and 4O and S2D Fig). 

 

Association of the morphophysiological alterations and parasite load 
 

Because the dogs were naturally infected and because the parasite load and splenic histo-

pathological alterations were noted as markers of infection/disease progression, as described 

elsewhere[5,12], we examined the associations between the parasite load and splenic 

histopath-ological alterations. According to Cavalcanti[17], we grouped the dogs as follows: 1-

Low para-site load and organized SWP (LOW/OR), 2- Low parasite load and disorganized SWP 

(LOW/ DS) and 3-High parasite load and disorganized SWP (HIGH/DS) (Fig 5). When these 

groups were compared, a low lymphoid follicle number (Fig 5A) and high laminin deposition (Fig 

5B) were detected even in dogs with low parasite loads. Collagen deposition (P-value = 0.041) 

and MMP-9 expression (P-value = 0.035) were higher in the LOW/DS and HIGH/DS groups 

than in the LOW/OR group (Fig 5D and 5E). No differences in ADAM-10 expression were 

evident between the groups (Fig 5F). Furthermore, no differences in fibronectin deposition or in 

the numbers of CD8+, CD21+ and Ki-67+ cells/mm2 were evident (P-value>0.05) (Fig 5C and 

5H–5J). However, a lower CD4+ cells/mm2 red pulp value was observed in LOW/DS dogs than 

in LOW/OR dogs (Fig 5G). In addition, the number of CD4+ cells/mm2 red pulp of the HIGH/DS 

animals was similar to that of the LOW/DS animals (P-value>0.05). However, the reduction in 

size and the atrophy in both the lymphoid periarteriolar sheath and lymphoid fol-licles in the 

spleens from dogs with high parasite loads and similar numbers of CD4+ cells in the red pulp 

favor the hypothesis that SWP disorganization contributes to difficulties in cell migration (Fig 

5G, the raw data are shown in the S4 Table). 
 
 

Discussion 
 

Herein, alterations in histology, ECM compounds, metallopeptidase expression and CD4+ cell 

quantity were detected in the spleens of dogs naturally infected with Leishmania infantum. SWP 

microarchitecture disorganization was observed in most of the animals (N = 30, 73.2%). The 

disorganized SWP showed a reduction in the size and number of lymphoid follicles and the 

periarteriolar sheath, as well as a low number of CD4 + lymphocytes in the red pulp, sug-gesting 

that T and B lymphocytes were not migrating to their specific sites and/or were begin-ning 

apoptosis. A reduction in spleen cellularity has already been demonstrated in a murine model 

of experimental infection with L. infantum[21]. The spleen is a secondary lymphoid organ that 

contains segregated areas of T and B lymphocytes, which favors the antigenic pre-sentation 

and activation of these cells. An absence of or reduction in lymphocytes in their respective areas 

can lead to an activation deficit that contributes to the failure to control the parasite load. We 

observed low numbers of CD4 + cells in the animals with moderate to intense SWP 

disorganization. In CVL, the spleen shows a marked reduction in the gene expression levels of 

several cytokines, chemokines and their receptors[16,17]. In particular, a reduction in CXCL13 

is associated with atrophy and lymphoid follicle disorganization[6]. We observed that the 

majority of animals with low parasite loads already had SWP disorganization and low numbers 

of CD4+ T cells, with concomitantly high laminin expression. 
 

Dogs with disorganized SWP, even those with low parasite loads, showed high laminin, col-

lagen and MMP-9 expression. This high expression of ECM molecules can be caused by the 

intense inflammation occurring at the beginning of infection[5,15]. The increase of MMP-2 and 

MMP-9 in the sera of dogs with visceral leishmaniasis has been previously demonstrated 

[15,22]. Thus, in our study, we found that MMP-9 expression was higher in dogs with disorga-

nized SWP than in dogs with organized SWP. Moreover, MMP-9 expression was more intense 
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Fig 5. Association between the histopathological analysis and parasite burden. (A) Lymphoid follicles, (B) 
laminin deposition, (C) fibronectin deposition, (D) collagen deposition, (E) MMP-9 expression, (F) ADAM-10 

expression, (G) CD4
+
 cells, (H) CD8

+
 cells, (I) CD21

+
 cells and (J) Ki-67

+
 cells. P-value < 0.05 was considered 

significant. Mann-Whitney test. Low/OR = low parasite burden and organized to slightly disorganized splenic 
white pulp. Low/DS = low parasite burden and moderately to intensely disorganized splenic white pulp. High/DS 
= high parasite burden and moderately to intensely disorganized splenic white pulp.   
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0006445.g005 

 
in dogs with high parasite burdens and disorganized SWP. In this context, as observed in car-

diomyopathy, the expression levels of metalloproteinases, such as MMP-9, MMP-3 and MMP-  
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10, produced by activated macrophages[23] can be positively regulated during this 

initial inflammatory process, leading to alterations in the degradation of collagen, 

laminin and fibro-nectin, to facilitate the migration of inflammatory cells to the site of 

infection, consequently modifying the organization of the SWP. MMP-9 plays a role 

in the orientation of cell migra-tion, with ECM degradation mainly affecting type IV 

collagen, vascular remodeling and the inflammatory process[15,24,25]. 
 

The increased deposition of ECM components has been described in the livers of dogs[13] and in 

the murine thymus and lymph node[8] and has been correlated with an increased para-site load, 

suggesting that the deposition of fibronectin and laminin might be responsible for the success of the 

infection[13]. Fibronectin degradation can generate peptide fragments, which bind to receptors in 

macrophages, hampering the activation and function of these cells. Further-more, the changes in the 

deposition of these components may reflect the inflammatory and degenerative processes, which is 

ultimately important in the dissemination of the parasite[19]. 
 

On the other hand, we cannot exclude the possibility that the parasite has direct effects on  
the ECM molecules. In this context, the direct effect of L. amazonensis promastigotes on an in 

 
vitro collagen matrix has been previously demonstrated[26]. When an animal is inoculated, 

 
the promastigotes are exposed to the dermis, which comprises ECM, growth factors and resi- 

 
dent cells[27]. To establish the infection, promastigotes must overcome the obstacles presented  
by the dermal ECM, which may affect the tissue and thereby contribute to pathogenesis 

 
[27,28]. However, herein, we evaluated dogs with chronic infections, and the effects of amasti-  
gotes on ECM remain unknown. 

 
In the liver, laminin and fibronectin expression were correlated with the parasite burden and 

disease progression in dogs naturally infected with L. infantum (syn. L. chagasi), suggesting 

that these molecules were important to the invasion of Leishmania parasites[13]. We found an 

association between high laminin expression and ECM remodeling. Moreover, our results 

showed that high laminin expression was evident even when the parasite load was still low, 

suggesting that laminin could play roles in all stages of infection. 
 

Another metallopeptidase evaluated in this study was ADAM-10, and ADAM-10 

expres-sion was detected in all evaluated groups. No differences in ADAM-10 

expression were observed between the studied groups, which suggests that although 

this disintegrin is involved in type IV collagen degradation[23,25], in the lymphoid 

follicle ontogeny[29,30] and in the regulation and maintenance of the lymphoid 

architectures of secondary lymphoid organs [29,31], ADAM-10 expression is not 

associated with SWP disorganization in the animals included in this study. 
 

Animals with disorganized SWP presented high laminin deposition and low amounts of 

CD4
+
 cells. In thymic tissue, O’campo and collaborators[32] have reported that laminin is 

associated with the premature migration of CD4
+
 T and CD8

+
 T lymphocytes. In this 

context, CD4
+
 cells are leaving the spleen via mechanisms not yet known. In dogs with 

high parasite loads, we observed that the number of CD4
+
 cells in the red pulp was similar 

to that in dogs with organized white pulp; however, atrophy of the lymphoid periarteriolar 

sheath and lym-phoid follicles was evident. We suggest that CD4
+
 cells in advanced 

infection may not have been able to migrate to their specific compartments within the white 
pulp due to the low expression levels of chemokines, cytokines and their 
receptors[6,14,21,33,34] or due to alter-ations in the distributions of splenic conduits. 
Additional experiments should be performed to confirm this hypothesis.   

Granuloma formation, which is an efficient immune response for controlling parasite bur-den in 

visceral leishmaniasis, is one parameter for evaluations of the cell-mediated immune response[35]. 

In the present study, we observed the presence of well-formed granulomas only in 6 animals; 

however, in murine experimental infections, a marked infectious granulomatous 
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reaction, which involved Kupffer cells, in the liver led to parasite load control[36,37]. Herein, the 

parasite burdens in the dogs with well-formed granulomas were higher than in the dogs in which 

granulomas were not observed. These data suggest a delay/deficit in the formation of an efficient 

immune response by the evaluated dogs. In acute phase of experimental Leishmania infantum-

infection in macaque model, there was a strong Th1 response, and parasite load could be controlled 

in blood, bone marrow, lymph nodes and liver but not in the spleen where the parasite burden 

remained constantly [38]. During the chronic phase, the immune response converted to an IL-10-

dominated environment in the spleen [38]. Herein, the studied dogs were naturally infected, and 

probably were in the chronic phase, which could explain the absence of differential IL-10 expression 

when the groups were compared. Altogether, the data presented herein support the conclusion that 

the disorganization of the splenic microarchitec-ture is a frequent alteration in the evaluated dogs, 

suggesting that the splenic structure and function are drastically altered and compromised during 

CVL. These alterations to ECM com-pounds and immune cells might consequently lead to 

immunosuppression and severe disease. 

 

Supporting information 
 

S1 Fig. The frequency of clinical signs in naturally infected dogs with Leishmania infantum. 
 

Forty-one naturally infected animals were included in this study. The most common 

clinical signs were onychogryphosis (79.4%) and dermatitis (67.6%), followed by 

weight loss (41.2%), alopecia (38.2%), lymphadenopathy (23.5%) and 

keratoconjunctivitis (23.5%). (TIF) 
 

S2 Fig. Correlations between the extracellular matrix (ECM) components, cell subpopula-  

tions and parasite burden. (A) Laminin and fibronectin, (B) CD21+ cells and collagen deposi- 

tion, (C) CD21+ cells and MMP-9 expression, (D) IL-10 and IFN-γ expression, (E) CD8+ cells  
and parasite burden. Spearman correlation.  
(TIF) 

 

S1 Table. Target genes and primers designed for DNA quantification and 

parasite load determination. S, sense; AS, antisense; bp, base pairs. (DOCX) 

 

S2 Table. Clinical data collected from each dog.  
(DOCX) 

 
S3 Table. Frequency of cells, metallopeptidases and extracellular matrix compounds in the 

spleens of dogs naturally infected with L. infantum according to spleen organization. P- 

value = 0.045; P-value = 0.036; P-value =0.022; P-value =0.027. (DOCX) 
 

S4 Table. Frequency of cells, metalloproteases and extracellular matrix compounds 

accord-ing to splenic organization and parasite burden in dogs naturally infected with L. 

infan-tum. P-value = 0.005; P-value = 0.041; P-value = 0.035; P-value = 0.0021. 

(DOCX) 
 

S5 Table. Raw data from the dogs naturally infected with L. infantum that were 

evaluated in this study. a: 1 = Low; 2 = High. b: 1 = Organized; 2 = Slightly 

disorganized; 3 = Moderately disorganized; 4 = Intensely disorganized. c: 1 = Low 

parasite burden/Organized splenic white pulp; 2 = Low parasite burden/disorganized 

splenic white pulp; 3 = High parasite burden/dis-organized splenic white pulp. d: 1 = 

Yes; 2 = No. (DOCX) 
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O sistema de conduites foi descrito nos órgãos linfoides como um conjunto tubular e reticular 

de estruturas compostas por colágeno, laminina, perlecan e proteoglicana de sulfato de heparina 

envoltas por fibroblastos reticulares. Este sistema tubular é capaz de transportar rapidamente 

pequenas moléculas como antígenos, quimiocinas, citocinas e imunoglobulinas, além de vírus 

através de órgãos linfóides. Essa estrutura desempenha um papel importante em guiar as células 

para seus nichos particulares, contribuindo, portanto, para a cooperação celular, apresentação 

de antígenos e ativação celular. O remodelamento dos conduites tem sido descrito em 

inflamação crônica e doenças infecciosas para melhorar o transporte de antígenos para células 

T e B específicas no tecido linfoide. No entanto, a desnutrição e os agentes infecciosos podem 

induzir o remodelamento da matriz extracelular direta ou indiretamente, levando à 

desorganização da microarquitetura dos órgãos linfoides secundários e de seu sistema de 

conduites. Nesse processo, as fibras e células que compõem o sistema de conduítes também 

podem ser alteradas, o que afeta o desenvolvimento de uma resposta imune específica. Esta 

revisão teve como objetivo discutir o remodelamento da matriz extracelular durante as doenças 

infecciosas com ênfase nas alterações das moléculas do sistema de conduites, que prejudicam o 

trânsito celular e molecular em órgãos linfoides secundários comprometendo a resposta imune. 
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Abstract: The conduit system was described in lymphoid organs as a tubular and reticular set of structures 

compounded by collagen, laminin, perlecan, and heparin sulfate proteoglycan wrapped by reticular 

fibroblasts. This tubular system is capable of rapidly transport small molecules such as viruses, antigens, 

chemokines, cytokines, and immunoglobulins through lymphoid organs. This structure plays an important 

role in guiding the cells to their particular niches, therefore participating in cell cooperation, antigen 

presentation, and cellular activation. The remodeling of conduits has been described in chronic inflammation 

and infectious diseases to improve the transport of antigens to specific T and B cells in lymphoid tissue. 

However, malnutrition and infectious agents may induce extracellular matrix remodeling directly or indirectly, 

leading to the microarchitecture disorganization of secondary lymphoid organs and their conduit system. In 

this process, the fibers and cells that compound the conduit system may also be altered, which a ects the 

development of a specific immune response. This review aims to discuss the extracellular matrix remodeling 

during infectious diseases with an emphasis on the alterations of molecules from the conduit system, which 

damages the cellular and molecular transit in secondary lymphoid organs compromising the immune 

response. 

 
Keywords: extracellular matrix; conduit system; remodeling; infectious diseases; spleen; lymph node   

 
1. Introduction 

 
Extracellular matrix (ECM) comprehends a meshwork of macromolecules such as fibrillar proteins, 

glycoproteins, enzymes, and proteoglycans, among others. It gives structural and functional support to 

the cells. ECM is responsible for the development and maintenance of functional activities of organs 

and allows cellular migration and activation. In secondary lymphoid organs, dendritic cells (DCs), T and 

B lymphocytes are disposed in a highly organized manner in order to generate an immune response to 

antigens (Ags). T and B cells are segregated in specific areas, and through the arrangement of ECM, 

the cells move, interact, and respond to the arrival of Ags. In these organs, in the core of the reticular 

network, three-dimensional structures of collagen wrapped by fibroblast reticular cells are formed. These 

3D structures have been called conduit systems and are in charge of carrying small molecules such as 

cytokines, chemokines, Ags, and immunoglobulins. Conduits are essential to e ciently transport 

molecules through the parenchyma to specific regions where they are needed. In this review, the 

structure and function of ECM and the conduit system of the lymph nodes and spleen are presented, 

and the consequences of infection-causing remodeling of ECM compounds are addressed 
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2. Extracellular Matrix Composition in Lymph Node and Spleen 
 

In the multicellular organism, not only are cells responsible for organ development during the 

embryonic period but also the extracellular matrix and their components, indispensable to provide the 

cell stimulus, improve the cell structural sca old and biochemical mechanism [1–4]. In the lymphoid 

organs, the extracellular matrix components such as collagens and glycoproteins are produced by 

mesenchymal cells, mainly fibroblasts [5]. In lymphoid organs, the extracellular matrix is crucial to 

create a microenvironment that favors the immune response development [6,7]. The intracellular 

microenvironment can interact with the extracellular matrix through the binding of integrin in cell 

transmembrane with extracellular matrix molecules such as laminin and fibronectin, that interact with 

other extracellular matrix proteins [8–12]. The interaction between cells and the extracellular matrix 

influences cell migration, communication, adhesion, and proliferation. 
 

The immune response is mediated by numerous cells, such as phagocytes, mastocytes, natural 

killer cells, dendritic cells, granulocytes, and lymphocytes, which show activity in multiple locations of 

the organism [13]. The lymph node is one example of a lymphoid organ that receives immune cells 

from the bone marrow and shelters these cells inside the specific niches like lymphoid follicles rich in 

B lymphocytes and medullary zone, rich in T lymphocytes, macrophages, and many other cells of the 

immune system [14]. The lymph nodes have three compartments: The cortex, paracortex, and 

medullary area. The lymphocytes enter lymph nodes through the high endothelial venules (HEVs), 

achieving the paracortex [11,14,15]. The principal extracellular matrix components of the lymph node 

are collagens, glycoproteins, and proteoglycans [16]. 
 

The role of the extracellular matrix in the lymph node is the structural sca old of T and B niches, 

the maintenance of morphological integrity, regulation of cell growth, cell division, cell migration, and 

the distribution and accumulation of chemokines, cytokines, and growth factors [15–18]. This organ 

has a specific role in the body complex. The filter system is divided into two levels: The subcapsular 

sinus level and the interface between the sinus and parenchyma [19]. The lymph and the antigens 

enter through e erent lymphatics, reaching subcapsular sinus and selectively cross the lymph nodes 

tissue. 
 

A reticular network forms the extracellular matrix of lymph nodes. It is composed by types I, III, 

and IV collagens, laminin, elastin, tenascin, entactin, vitronectin, and fibronectin [14,15,19–21]. The 

cortex stroma is also formed by a network of collagen fibers enwrapped by the reticular fibroblast, 

forming a transport system of low weight molecules called the conduit system [15,19,20,22,23].  
One of the roles of the extracellular matrix in the lymph node is to maintain specialized 

compartments. Another function is to improve the strength and elasticity given by collagen and elastin 

fibers. Adhesion and migration roles are given by integrins and reticular fibroblasts of the lymph node 

sca old [22]. The migration of the lymphocytes and other cells is not exclusively made by integrins 

and integrins receptors but through the chemokines gradient and by an interaction between 

fibroblastic reticular and migrant cells. This migration process is selected by the size and by the 

biochemical factors [15,19,24–26].  
The spleen is another secondary lymphoid organ that receives immune cells produced by 

hematopoiesis and lymphopoiesis, and T lymphocytes from thymus after maturation stage [27]. 

Analogous to lymph nodes, the spleen is segregated in T and B cell areas. Although segregated, 

these regions are adjacent, which enables cell cooperation. The spleen is organized in two main 

regions:  
1 the white pulp, where T cells are concentrated in lymphatic periarteriolar sheath, whereas B cells 

are concentrated in lymphoid follicles and (2) the red pulp, where di erent resident or migratory cells 

(lymphocytes, macrophages, fibroblasts, and dendritic cells) are observed [28,29]. The extracellular 

matrix is important to maintain this splenic compartmentalization and shows the di erent composition 

and structural characteristics depending on the region, influencing the cell type migrating to specific 

areas. Splenocytes enter the spleen through sinusoids in the red pulp [24,29]. There, the cells interact 

with a splenic extracellular matrix composed by proteins of an interstitial matrix such as types I, II, III, 

V, and XI collagen, fibronectin, and tenascin C that interact with other extracellular matrix components 

such as laminin, collagen IV and heparan sulfate proteoglycans [30]. This interaction between the 
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cell, collagen, proteoglycans, and glycosaminoglycans promotes the connection and communication 

of the cell with the extracellular matrix. Interestingly, the extracellular matrix of the spleen is a loose 

connective tissue composed of apart from structural proteins glycosaminoglycans such as 

chondroitin, dermatan and keratin sulfate, and some glycoproteins such as tenascin-c and vitronectin. 

These interactions confer to the spleen the flexibility and tensile strength [29–32]. 
 
3. Structure and Function of the Conduits System in Secondary Lymphoid Organs 

 
In secondary lymphoid organs, principally lymph nodes and spleen, the organization of specific 

areas housing T or B cells, macrophages, and dendritic cells are crucial to cell-cell interaction in to 

establish the adaptative immune response. The ECM plays a fundamental structural and functional 

role in the distribution of the di erent cell types, facilitating cell activation, proliferation, migration, and 

e ector function, as described above. 
 

The primary adaptive immune responses initiate at the T cell areas of the secondary lymphoid 

organs, where naive T cells find DCs, recognize, process, and present antigens on its surface. There 

was speculation in 1964 about the role of the reticular fibers network of the lymph node in transporting 

soluble antigens from the inoculation site to the DCs [33]. In the core of the reticular network, a three-

dimensional structure is formed. This structure is composed of types I and III collagen wrapped by 

fibroblast reticular cells (FRC) [22,34–36], known as the conduit system (Figure 1). Within this 

specialized structure, soluble low molecular weight molecules, bellow 70 kDa in T cell area [37], are 

transported from one area to another. It includes cytokines, chemokines, Ag [36], and more recently, 

it has been shown that even molecules as large as IgM [38]. Recent advances in the structure of the 

conduit system have demonstrated a pericellular basement membrane surrounding a cell-free lumen 

composed of specialized matrix compounds. This basement membrane is similar to that underlining 

endothelial cell, and it contains laminin-411 and laminin-511, which may serve as a barrier [39]. 
 

Additionally, type IV collagen, heparan sulfate proteoglycan, perlecan, nidogen 1, and fibronectin 

are also found in the basal membrane [36]. It seemed that a microfibrillar zone exists connecting the 

basal membrane and the collagen core. Fibrillin 1 and 2 are arranged as the backbone of fibrillar 

aggregates of 10–12 nm in diameter, named microfibrils [40,41], and might play a role in the stability 

and elasticity of the system. 
 

The distribution of conduits has been described in the lymph nodes and occurs di erently, 

depending on the located region. The conduit network is denser and more branched in the T cell 

zones than in the B cell follicle. These di erences are determined during the lymph nodes development 

[25]. In neonates, there are no follicles of B cells but a dense conduit network observed in developed 

T cell zones [25]. During lymph node development, new B cells enter the organ leading to an intense 

remodeling of the follicular conduit network but maintaining the connectivity of the conduit system [25]. 

The B cell follicles develop in the periphery of T cell zones making the conduit network sparse and 

enwrapped by follicular dendritic cells replacing the fibroblast reticular cells [25]. Thus, the conduit 

network in lymph nodes transports low weight molecules and antigens from the subcapsular sinus to 

deep regions to encounter follicular dendritic cells. It may be a strategy to collect antigens even in the 

absence of soluble antibodies and to start the immune response of B cells. 
 

The conduit system also transports antigens to high endothelial venules (HEV) and T cell region 

(paracortex). On the other hand, dendritic cells originating from inflamed tissues migrate to draining 

lymph nodes via lymphatic vessels, enter the paracortex region, and also migrate to HEV [42]. There, 

DC can activate the specific T cells that get into the lymph node through HEV [42]. In the T cell zone, 

the conduit system is ensheathed by FRCs, which helps ensure an appropriate seal around the lymph 

transporting conduit system and mature DCs move through lymphocytes independently of the conduit 

system [36]. 



 

 
83 

 

 
 
 
Cells 2020, 9, 725                                                                                                                                                                        4 of 13 

 
Beyond antigen transportation, the conduit network plays a role in the migration of DC, B, and T 

cells, conducting these cells to their segregated areas but enabling them to interact and cooperate 

[24].  

Chemokines are transported through this system, also addressing these cells [37]. Different from 

lymph nodes, which receive Ags directly from the afferent lymphatic vessel, most Ags gain the spleen 

by the blood vessel. The blood enters the spleen directly in the red pulp, and a minor part of it reaches 

the marginal zones located between the white and red pulp. The white pulp is restricted to the 

lymphocytes, and soluble Ags, and other cells cannot reach this area [29]. However, it has been 

shown in the presence of the conduit system in this organ [43]. These authors observed in B cell 

follicles, the B cell associated with the conduit without expression of ER-TR7+, which shows a peculiar 

heterogenicity of the FRC. Chemokines and antigens are also transported by the conduits, allowing 

the generation of immune responses. specific areas housing T or B cells, macrophages, and dendritic 

cells are crucial to cell-cell interaction in to establish the adaptative immune response.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figure 1. Illustrative scheme of conduit channel. The conduit system is responsible for driving, 

selectively, proteins, chemokines, and cytokines through the interaction between proteins and 

proteins associated with collagen fiber into the conduit lumen. Fibrillin molecules maintain the 

collagen fibers bound between each other and the basal membrane. The conduit lumen is wrapped 

by an amorphous substance that is secreted by the fibroblast reticular cells. The amorphous 

substance is composed of laminin, heparan sulfate, nidogen, perlecan, fibrillin, and other proteins of 

basal proteins. The scheme is based on conduit transverse. 

 
4. Extracellular Matrix and Conduit System Remodeling in Chronic and Infectious Diseases 

 
Secondary lymphoid organs maintain active homeostasis in a steady state. Generally, they are 

organized as T and B lymphocytes specific areas. These specific compartments are adjacent, 

allowing cell-to-cell cooperation and activation of the immune response. The adaptive immune 

response starts at T cell zones. They are composed of a specialized extracellular matrix and the 

conduit system rich in fibroblast reticular cells. In this area, chemokines and cytokines are expressed 

by FRC and dendritic cells. They are transported through conduits, which address lymphocytes to 

specific areas maintaining the organization of compartments in secondary lymphoid organs. During 

infections, the lymphoid extracellular matrix may su er dramatic remodeling, which plays a role in the 

development of a specific 
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immune response. This process improves blood flows, immune cell tra cking, and angiogenesis, 

resulting in inflammatory reaction and organ enlargement. Thereby, extracellular matrix remodeling 

promotes the assembly of a pathogen-specific immune response. As an example, lymph nodes are 

constructed by an intricate network of endothelial and mesenchymal stromal cells. These change their 

composition after herpes simplex virus type-1 (HSV-1) infection [44]. In this case, the recruitment of 

lymphocytes to lymph nodes induces the increasing of stromal cell numbers (Lymphoid Stromal Cells 

- LSC, fibroblast reticular cells, lymphatic endothelial cells, and blood endothelial cells) [44]. The 

number of fibroblast reticular cells in the inflamed lymph nodes increases as a response to infection, 

persisting for more than three months to return to the steady-state after pathogen clearance [44]. Most 

of the proliferation and gene regulation of LSCs occur in the first seven days after infection. After that, 

they contract gradually [44]. The transcriptional changes result in cell division, antigen presentation, 

extracellular matrix, apoptosis, and immune response. The observed changes appear to be induced 

by IFN- signaling [44]. Because of the activation and growth of FRC, T and B lymphocytes also 

increase with the lymph node enlargement, and B cell zones remained enlarged for 30 days after 

infection [44,45]. FRC and lymphatic endothelial cells up-regulate interleukin-7 (IL-7) expression 

responding to viral infection contributing to lymphocyte survival, remodeling, and reconstruction of the 

distinct lymph node microenvironment [46]. 
 

The extracellular matrix is an active participant in the development of immune response upon 

infection. Type VII collagen, a compound of extracellular matrix in the skin, the conduits in lymph 

nodes, and spleen, may capture cochlin from the lumen of the conduit systems [47]. Cochlin is an 

ECM protein produced by follicular dendritic cells in B cell follicles conduits and plays a role as an 

innate immune activator [48]. During infectious diseases, cochlin is processed by aggrecanase, 

releasing LCCL domain that activates macrophages and neutrophils [47]. The importance of the 

collagen VII-cochlin axis during bacterial infections was evidenced by the reduced IL-6 and IL-1 

expression and by the increased bacterial colonization when collagen VII is genetically lost [47]. It 

had also been demonstrated by the reduced survival of cochlin knockout mice infected with 

Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus [48]. 
 

After pathogen clearance, the inflammatory reaction reduces, and lymphoid organs return to normal 

size and steady-state. In chronic infections, the persistence of pathogens and antigenic stimulus lead to 

permanent remodeling that triggers tissue damage. Gradually, the inflammatory reaction is hereby replaced 

by fibrosis, and in some situations, the changes in the extracellular matrix composition may be irreversible 

or may alter the function of the organs. This e ect has been described in a variety of chronic and infectious 

diseases. In HIV, the changes in the lymphoid tissue microenvironment are accompanied by fat or fibrosis 

deposition. They may also be attributed to a loss of leukocytes’ communication and the surrounding stromal 

cells [49]. These cells produce the extracellular matrix components and the growth factors necessary for 

cell migration, cell proliferation, and lymphoid tissue function [49]. In canine leishmaniasis, the persistence 

of Leishmania amastigotes induces a chronic inflammatory reaction that ends in a spleen and lymph node 

fibrosis/collagen deposition [50,51]. Laminin and metallopeptidase-9 are also increased in the spleen of 

dogs with an advanced infection, suggesting an intense process of extracellular matrix remodeling [50]. In 

the canine leishmaniasis model, these alterations in the splenic extracellular matrix have been associated 

to a reduced CXCL13 expression, reduced fibroblast reticular cells (Figure 2), CD4 cells, lymphatic 

periarteriolar sheath atrophy, lymphoid follicle atrophy, and germinal center disruption (Figure 3) [50–53]. 
 

Some pathogens have developed the ability to use the mechanisms involved in extracellular matrix 

remodeling to persist and to disseminate inside the host. For example, HIV interacts with fibronectin, one 

of the components of the extracellular matrix, which facilitates CD4 T lymphocytes infection in vivo [54]. 

The binding of gp120 envelope protein mediates this interaction with the extracellular matrix to the III1-C 

region of fibronectin [54]. In the spleen of a chicken model, genotype VI Newcastle disease virus promotes 

metalloproteinase (MMP)-13 and -14 upregulation and consequent extracellular matrix degradation 

through collagen breakdown [55]. The authors suggested that, as the extracellular 
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matrix components interfere with viral spread, extracellular matrix degradation facilitates viral 

spread, resulting in higher viral load [55]. Collagen destruction was also demonstrated in the spleen 

of chicken infected with infectious bursal disease virus [56]. Collagen degradation begins three days 

post-infection in the antigen-trapping zone and impairs tissue organization contributing to permanent 

immunosuppression [56]. The conduit system also changes during infectious diseases. The fibroblast 

reticular cell, the main cell that covers the conduit system may be a target during infectious diseases. 

For instance, in HIV and Simian Immunodeficiency Virus (SIV) infection, the lymph node FRC network 

is replaced by fibrosis (collagen deposition), impairing the production of IL-7, leading to T cell 

depletion and immunosuppression [57]. In the mouse model of persistent infection by lymphocytic 

choriomeningitis virus (LCMV), the FRC network was infected and altered by the action of CD8 T cells 

[58]. Interestingly, Programmed death – ligand 1 (PD-L1) was up-regulated on FRC, reducing the 

activation of CD8 T cells and, consequently, the immunopathogenesis, thereby contributing to viral 

persistence [58].  

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Detection of fibroblast reticular cells in the spleen of chronically infected dogs with Leishmania infantum 

by immunohistochemistry. (A) Infected and asymptomatic dog. (B) Infected and symptomatic dog. In this figure, the 

spleen of the symptomatic dog shows fewer fibroblast reticular cells than the asymptomatic dog. Fibroblast reticular 

cells are represented in red color in the figure 

 

Depending on the model of study and, consequently, the course of infection, the e ects on the 

FRC may vary. For example, the experimental infection of the murine model with Leishmania infantum 

leads to an increase in FRC [59]. Upon infection, polynutrient-deficient mice showed a reduction in 

FRC, dendritic cells, and macrophages when compared with well-nourished mice [59]. Leishmania 

was co-localized with dendritic cells and high endothelial venules associated with an intact conduit 

network [59]. In infected and malnourished mice, the authors observed an early parasite 

visceralization when compared to well-nourished and infected mice. They suggested that early 

visceralization of amastigotes was not due to a passive movement through a leaking barrier, but to a 

reduced number of lymph node phagocytes [59]. They further suggested a role of conduit system flow 

in the early visceralization of Leishmania donovani [59]. 
 

Lymphotoxin beta (Ltb) plays a role in splenic architecture, developing conduits along the 

marginal zone and recruiting CD169+ macrophages [60,61]. In the model of LCMV infection, 

extracellular distribution of virus along the splenic conduits is necessary for inducing systemic levels 

of IFN-I and is dependent on the presence of Lymphotoxin B-induced conduits [62]. In the presence 

of IFN-I, cellular exhaustion is induced through PD-L1 and IL-10 expression inhibiting the response 

of virus-specific CD8+ T cells and favoring virus persistence [63,64]. 
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Figure 3. Illustrative scheme of the splenic microenvironment. (A) Organized spleen: In this 

illustration, it is possible to visualize an organized splenic with pulp and splenic compartmentalization 

such as germinal center and lymphatic periarteriolar sheath, marginal zone and capsule to exert its 

physiological role. As represented, the extracellular matrix maintains its normal composition. (B) 

Disorganized spleen: Illustrative scheme of a chronically inflamed microenvironment of spleen tissue. 

During chronic inflammation, the extracellular matrix undergoes remodeling favoring the entry of new 

inflammatory cells. In persistent inflammation, the extracellular matrix loses its remodeling control 

showing an increase of cytokines such as Tumour Necrosis Factor-α (TNF-α) and Transforming 

Growth Factor-β (TGF-β) together with high production of matrix metallopeptidases and microbicidal 

molecules such as Reactive Nitrogen Species (RNS), Reactive Oxygen Species (ROS), and 

lysosomal enzymes. These events lead to tissue damage by breaking or accumulating some 

structural proteins like laminin and collagen. In this situation, a cell reduction and the white pulp 

atrophy are commonly observed. 
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Recently, Reynoso et al. [65] demonstrated that vaccinia virus and zika virus are transported 

through conduits in lymph nodes to have access to cells in order to infect them. They evidenced these 

viruses rapidly infecting the cells, which were adjacent to conduits [65]. Prions also may tra c through 

lymph node conduits [66]. Moreover, in a study of the role of perinodal adipose tissue (PAT) during 

immune responses, the authors observed the fluid of PAT enter the lymph node through PAT-LN 

conduits contributing to the immune response [67]. Besides, Staphylococcus aureus intradermally or 

intravenously infected may use PAT-LN conduits to infect PAT [67]. 
 

A notable example of lymphoid extracellular matrix remodeling is the formation of tertiary 

lymphoid tissue during chronic inflammation in various non-lymphoid organs. These structures are 

able to maintain a cellular organization similar to B and T cell areas of secondary lymphoid organs 

such as lymph nodes [68]. The maintenance of tertiary lymphoid tissue is dependent on lymphtoxin 

that can be expressed by B lymphocytes [68,69]. Tertiary lymphoid tissue is composed of a variety of 

hematopoietic cells, high endothelial venules, and follicular dendritic cells [69]. An intricate network 

formed by FRC is also observed, and these cells play an important role in the induction and 

persistence of tertiary lymphoid tissue since they produce CCL21, express lymphtoxin receptor and 

form a functional conduit system [69]. As observed for lymph nodes, conduits are dense in T cell 

areas and sparser in B cell areas from tertiary lymphoid tissue [68]. 

 
5. Final Considerations 

 
The remodeling process of the extracellular matrix of secondary lymphoid organs plays a vital 

role during immune responses against infectious agents and has been studied in a variety of models. 

However, little has been described about the impact of infections on the conduit system. Despite 

scarce data observed and discussed in this paper, we can conclude that the processes of infection by 

di erent etiological agents generate changes in the cellular and fiber components of conduits. In some 

situations, parasites may use the conduit system or induce changes in it to favor the spread of 

pathogens and their permanence in the host. During acute through chronic infection, several events 

aiming to control the microbial spreading result in extracellular matrix remodeling and/or conduit 

system disruption. For example, after microbial infection the increase of cytokines such as TNF- and 

TGF- together with a high production of matrix metallopeptidases and microbicidal molecules, such 

as RNS, ROS, and lysosomal enzymes, lead to the tissue damage, breaking or accumulating matrix 

molecules (Figure 4). Thus, to avoid such events, it is crucial to maintain an appropriate cooperation 

and activation of the immune system in secondary lymphoid organs. One question that arises is 

concerning if killing the microorganism using drugs will further restore the architecture of the organ. 

Since chronic infection causes intense disorganization and fibrosis, it seems that preventing or limiting 

such events may be the best way to restore homeostasis. The application of coadjuvant drugs, such 

as pentoxyfylline [70] and infliximab [71], may protect the tissue from a high production of TNF- , which 

is also responsible for the activation of several enzymes, limiting the matrix disorganization. 

Unfortunately, several other molecules contribute to tissue damage, and further research is needed. 
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Figure 4. Flowchart showing briefly the steps of extracellular matrix remodeling and changes in 

lymphoid tissue during acute and chronic infectious processes. 
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4.2 Resultados não publicados 

 

Nesta seção, serão descritos os resultados ainda não publicados relativos à análise dos 

componentes estruturais do sistema de conduites, do ensaio migracional de células isoladas do 

sangue, baço e linfonodo de cães naturalmente infectados com L. (L.) infantum e a detecção e 

quantificação in situ das moléculas CD40 e CD40L, da citocina TNF-γ e enzima óxido nítrico sintase 

induzida (iNOS).  

 

4.2.1 Metodologia  

  

4.2.1.1 Considerações técnicas 

 

As amostras de baço aplicadas neste estudo foram provenientes de necropsias de cães feitas 

por veterinários do Laboratório de Pesquisa Clínica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos 

(LAPCLIN-DERMZOO, INI-FIOCRUZ) de acordo com o Ministério da saúde. Este projeto foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Uso de Animais da Fiocruz, licença 026/2018 e de acordo com a 

legislação brasileira 11794/08. O acesso ao patrimônio genético é registrado e certificado pelo 

SISGEN sob o número AFB4BD9. 

 

4.2.1.2 Animais e avaliação clínica 

 

Sessenta e oito cães de Barra Mansa-RJ com diagnóstico de Leishmaniose visceral canina 

foram incluídos neste estudo. Os animais foram examinados clinicamente e, em seguida, submetidos 

à eutanásia conforme recomendação do Ministério da Saúde do Brasil. Os diagnósticos foram 

confirmados por ELISA, teste CVL-DPP® (Biomanguinhos-FIOCRUZ) e isolamento e cultura do 

parasita. A avaliação clínica foi realizada por dois médicos veterinários de acordo com o escore 

clínico adaptado de Quinnel e colaboradores (285). Em resumo, seis sinais clínicos comuns 

(dermatite, onicogrifose, ceratonjuntivite, emagrecimento, alopecia e linfadenopatia) foram 

pontuados em uma escala semiquantitativa de 0 (ausente) a 3 (grave). A soma dos valores foi utilizada 

para fazer a classificação do quadro clínico do animal em: baixo escore clínico (de 0-2 pontos de 
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instensidade dos sinais clínicos), médio escore clínico (animais com 3-6 pontos) ou alto escore clínico 

(animais com pontuação acima de 7). Após exame clínico, a eutanásia foi realizada por médicos 

veterinários do LAPCLIN-DERMZOO utilizando 1,0 ml/Kg de Tiopental 1,0% por via intravenosa 

(Thiopentax®, Cristália). Após a observação da ausência de reflexo corneano induzido pela anestesia 

profunda, foram administrados 10ml de cloreto de potássio a 19,1% por via venosa (Isofarma). 

Durante a necropsia, amostras de tecido do baço foram coletadas em tubos de polipropileno estéreis 

sem DNA e congeladas a -20°C até o momento da análise. 

 

4.2.1.3 Extração de DNA. 

 

O DNA total foi extraído de cerca de 10 mg de amostras de baço congeladas. A extração de 

DNA foi feita usando QIAmp® DNA Mini Kit (Qiagen, CA, EUA) que incluiu uma fase anterior de 

digestão com 20,0μl de proteinase K (20 mg/mL) por 1 h a 56 ° C. O DNA foi eluido em 50 µl de 

tampão tris EDTA (tampão AE) e quantificado em NanoDrop® (Thermo Scientific, EUA). 

 

4.2.1.4 Determinação da carga de L. (L.) infantum por Reação em Cadeia da Polimerase 

Quantitativa (qPCR). 

 

A carga do parasita foi estimada por PCR quantitativo (qPCR) em amostras de baço 

conforme descrito anteriormente por Cavalcanti e colaboradores (9). Os primers que codificam a 

proteína constitutiva HPRT (5’-3’ senso AAAACAATGCAGACTTTGCT e anti-senso 

CCTTGACCATCTTTGGATTA) foram usados para normalizar as concentrações de DNA canino 

em cada amostra. Para quantificar a carga parasitária, primers que codificam a pequena subunidade 

ribossomal de L. (L.) infantum (ssrRNA) (5’-3’ senso TACTGGGGCGTCAGAG  e anti-senso 

GGGTGTCATCGTTTGC) foram utilizados no estudo. Ambos os primers foram descritos por Prina 

e colaboradores (286). As reações qPCR foram executadas no equipamento Step One (Applied 

Biosystems, Molecular Probes, Inc.) usando o sistema de detecção Power Sybr Green Master Mix 

(Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc.). Para a reação foram usados 2 μl de DNA (100 ng de 

DNA total purificado) e uma reação final de PCR contendo 20 μl Power Sybr Green 1X, 300 nM de 

cada iniciador para HPRT ou 500 nM para ensaios de PCR de ssrRNA. A qPCR foi realizada com 
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uma etapa de ativação a 95 ° C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturação e 

anelamento/extensão (95 ° C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 68°C por 30 segundos). Um 

estágio de curva melting foi realizado para cada análise de amplificação específica (95 ° C por 15 

segundos, 60 ° C por 1 minuto e 95 ° C por 15 segundos). Todas as reações foram realizadas em 

duplicata para cada alvo e ambos os alvos foram executados na mesma placa para a mesma amostra. 

Para controle da reação foi extraído o DNA de células mononucleares de sangue periférico (CMSP) 

de cães não infectados e DNA promastigotas de Leishmania. (L.) infantum (MCAN/BR/2007/CG-1). 

Assim, tanto as células do mamífero quanto as promastigotas foram determinadas usando um 

contador de células (Z1 ™ COULTER COUNTER®, Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA) sendo 

o DNA extraído de 1,0 x 106 CMSP e 1,0 x 107 promastigotas. As curvas padrão para os genes HPRT 

e ssrRNA foram preparadas usando diluições em série de 10 vezes de 10-2 a 107 de DNA total 

purificado. Os animais foram agrupados como animais com baixa carga parasitária (baixa CP) ou alta 

carga parasitária (Alta CP) de acordo com o cut-off de 5,5 x 104 parasitas/106 células de mamífero), 

conforme descrito por Cavalcanti et al (9).  

 

4.2.1.5 Histopatologia. 

 

Os fragmentos do baço foram fixados em formalina a 10%, incluídos em parafina e 

submetidos a cortes de 5 µm de espessura fixados em lâminas de microscopia. Os cortes foram 

corados com hematoxilina e eosina e examinados em microscopia de luz (Nikon Eclipse E400 - 

Tóquio, Japão). As alterações histológicas do tecido linfóide foram analisadas conforme descrito por 

Santana e colaboradores (77). Os parâmetros analisados foram a presença de granuloma e grau de 

organização estrutural da polpa branca esplênica (1-organizada: com bainha periarteriolar 

linfocitária distinta, centro germinativo, zona do manto e zona marginal visíveis e delimitadas; 2- 

Pouco desorganizada: com alterações hiperplásicas ou hipoplásicas levando a uma perda na 

definição de qualquer uma das regiões da polpa branca; 3- médio desorganizada: Quando a polpa 

branca era evidente, mas suas regiões eram pobremente individualizadas ou indistintas; e 4-intensa 

desorganização: Quando a estrutura folicular era pouco distinta da polpa vermelha e áreas de células 

T). O número de folículos linfoides foi determinado através da quantificação da presença dos 

folículos linfóides por mm2 usando o software Nikon ACT-1 versão 2.62 (Nikon). Os granulomas 
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bem formados foram caracterizados pela presença de células epitelioides e limites bem 

estabelecidos. A deposição de colágeno I/III foi quantificada pela análise de lâminas coradas com 

picrosirius red usando o software ImageJ 1.48v (NIH, EUA), onde a área marcada por colágeno foi 

selecionada e o programa Image J faz a diferença entre a área marcada e a área não marcada sendo 

essa diferença representada por média de área marcada.  

 

4.2.1.6 Imunohistoquímica. 

 

A imunohistoquímica foi baseada em Morgado e colaboradores (287). Em resumo, 

fragmentos de baço congelados em resina OCT (Sakura) foram cortados em seções de 3-5 µm de 

espessura e montados em lâminas de microscópio (lâminas silanizadas; DakoCytomation, 

Carpinteria, CA, U.S.A.). As lâminas foram fixadas em acetona PA (Merck, Darmstadt, Alemanha) 

e submetidas à hidratação, bloqueio da peroxidase endógena (reagente bloqueador da peroxidase; 

Dako) e bloqueio da coloração inespecífica (0,4% BSA; Sigma, EUA). As amostras foram incubadas 

com os anticorpos primários direcionados para: Laminina V+ (1:50 Anti-coelho), Colágeno IV+ 

(1:200 Anti-coelho), fibroblasto reticular ER-TR7+ (1:500 Anti-rato) (ABCAM), CD40L+ (1:100 

Anti-coelho), CD40+ (1:100 Anti-coelho), TNF-α+(1:100 Anti-coelho), iNOS+ (1:100 Anti-coelho) 

(ABCAM). Como existem poucos insumos imunológicos disponíveis para espécie canina, 

trabalhamos com a padronização e utilização de anticorpos que reconhecem as moléculas alvos em 

espécies diferentes. Após a incubação com anticorpos primários, os anticorpos secundários foram 

aplicados. A revelação da marcação foi feita com Aminoetilcarbazol (kit AEC; Invitrogen), seguida 

pela contracoloração com hematoxilina de Mayer (Sigma). As lâminas foram examinadas em 

microscópio de luz (Zeiss) e foi determinado o número de células marcadas/mm2 de tecido na polpa 

vermelha. Para a análise de laminina V e Colágeno IV, não foi realizada a contracoloração com 

hematoxilina e a quantificação destas proteínas foi feita através do software ImageJ 1.48v (NIH, 

EUA). Os resultados estão demonstrados como porcentagem de área marcada. 

 

4.2.1.7 Ensaio Transwell 

 

Para realizar este ensaio de migração, foram isoladas células mononucleares de sangue 
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periférico (CMSP), esplenócitos e células do linfonodo. As células foram estimuladas com proteínas 

solúveis de L. (L.) infantum. Para tal, as promastigotas foram cultivadas em Meio Schneider 

suplementado com 20% de soro fetal bovino. Ao final de 5 dias de cultivo, a massa parasitária foi 

submetida a duas lavagens em tampão fosfato salino estéril (PBS) e centrifugação em 4000 rotações 

por minuto (rpm) durante 10 minutos à 10 °C. Após esta etapa, foi realizada a suspensão da massa 

parasitária em PBS e após a suspensão, a massa parasitária foi lisada em sonicador (Thermo fisher 

scientific) 4 vezes em ciclos de 15 segundos em gelo. Após o processo de lise e centrifugação em 

4000 rotações por minuto (rpm) durante 10 minutos à 10 °C, a fração solúvel foi coletada e 

quantificada em qubit (Qubit fluorometric quantification termo fisher scientific) usando kit para 

quantificação de proteínas e o protocolo para tal seguiu as recomendações do fabricante. O antígeno 

solúvel de L. (L.) infantum (AgLi) foi congelado em -20°C em alíquotas prontas para o uso na 

concentração de 10µg/ml. Além do estímulo antigênico específico, foi feito também o estímulo com 

5 µg/ml lipopolissacarídeo de membrana bacteriana ([LPS]= 1mg/ml Invitrogen) como forma de 

controle da reação.  

Esplenócitos, células mononucleares de sangue periférico (CMSP) e células de linfonodos 

foram isolados das amostras e separados por gradiente histopaque®. A cultura de células de 

esplenócitos, CMSP e linfonodos foi realizada em meio RPMI acrescido de antibióticos 1,2% e soro 

fetal bovino 2% e na presença dos estímulos antigênicos AgLi e LPS durante 18 horas nas seguintes 

condições: 1) as células foram cultivadas apenas em RMPI + 1,2% antibióticos + 2% soro fetal 

bovino; 2) As células foram cultivadas em RMPI + 1,2% antibióticos + 2% soro fetal bovino +10 

µg/ml de AgLi; 3) As células foram cultivadas em RMPI + 1,2% antibióticos +2% soro fetal bovino 

+ 5 µg/ml de LPS. Após 18 horas de estimulação com os antigenos, as células foram colocadas em 

câmara transwell onde na câmara inferior foi adicionado o meio de migração contendo 1) Migração 

basal: apenas RPMI mais 0,1% de albumina de soro bovino; 2) Estímulo de quimiocinas: meio RPMI 

+ 0,1% de albumina de soro bovino +100 ng/ml de quimiocina CCL19 ou CXCL13. No passo 2 

foram aplicados 200 µl contendo a concentração de 1x106 esplenócitos ou CMSP ou célula de 

linfonodo estimuladas com AgLi ou LPS. O ensaio de migração foi realizado em estufa de CO2 a 

37°C por 4 horas. Terminado o ensaio de migração, a câmara superior foi descartada e as células 

que haviam migrado para a inferior foram contadas na câmara de Neubaeur e expressas em valor de 

células que migraram x104. 
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4.2.1.8 Análise estatística 

 

O programa SPSS para Windows, versão 16 (SPSS Inc., Chicago, IL, U.S.A.) foi usado 

para análise estatística. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para avaliar a distribuição 

gaussiana das variáveis. Os dados foram analisados com o teste T-Student para variável com 

distribuição paramétrica e o teste de Mann-Whitney para variável com distribuição não paramétrica. 

As correlações foram determinadas usando o coeficiente de correlação de Spearman. Os dados são 

apresentados como média e erro padrão (SEM), mediana e valores mínimo e máximo. Os dados não 

numéricos foram analisados em tabelas de contingência 2 x 2 pelo teste exato de Fisher usando o 

software Prism (Graphpad Prism® versão 6.01). O valor de p ≤ ,05 foi considerado significativo. 

 

4.2.2 Resultados  

 

Todos os valores quantitativos e estatísticos estão sumarizados nas tabelas 4.2.2.1 e 4.2.2.2.  

 

4.2.2.1 Grupos de escore clínico, carga parasitária e organização da polpa branca 

esplênica 

 

Neste estudo foram utilizadas 3 formas de agrupamento para análise dos dados. Primeiro, 

os animais foram analisados de acordo com o escore clínico, conforme descrito na metodologia. 

69,1% dos animais foram classificados com baixo escore clínico e 30,9% foram classificados como 

médio ou alto escore clínico.  

Já o agrupamento segundo a carga parasitária demonstrou que do total de 57 animais, 78,9% 

apresentavam baixa carga parasitária e 21,1% alta carga parasitária. Quando analisamos o escore 

clínico juntamente com a carga parasitária observamos que 56,14% dos animais analisados 

aparesentaram baixa carga parasitária e foram sintomáticos, além disso, 22,8% eram de baixa carga 

parasitária e assintomáticos, 17,54% eram alta carga parasitária e sintomáticos e apenas 3,5% eram 

de alta carga parasitária e assintomáticos. Esses resultados sugerem que as condições clínicas nem 

sempre refletirão a carga parasitária, uma vez que animais sintomáticos apresentaram tanto alta carga 
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parasitária quanto baixa.  

Quando analisamos o grau de organização da polpa branca esplênica (PBE), observamos 

que a desorganização da PBE pode ser um padrão na Leishmaniose visceral canina, uma vez que 

74,6% dos animais aplicados neste estudo apresentavam PBE desorganizada e apenas 25,4% 

apresentaram PBE organizada. Quando analisamos o grau de organização da PBE de acordo com o 

escore clínico, observamos que o escore clínico poderia refletir a desorganização da polpa esplênica 

branca, uma vez que 68,3% dos animais aplicados neste estudo foram classificados com alto escore 

clínico e apresentavam PBE desorganizada. Além disso, apenas 4,8% dos animais aplicados neste 

estudo foram classificados como alto escore clínico e apresentavam PBE organizada. Nenhum 

animal avaliado apresentou baixo escore clínico e PBE organizada. 

Quando observamos a associação entre o grau de organização da PBE e carga parasitária, 

observamos que a desorganização da PBE ocorreu quando a carga parasitária ainda estava baixa, 

pois 63,6% dos animais analisados neste estudo apresentavam baixa carga parasitária e tinham PBE 

desorganizada enquanto 20% tinham baixa carga parasitária e polpa esplênica branca organizada. 

Apenas 16,4% apresentaram PBE desorganizada e alta carga parasitária. 

 

4.2.2.2 Componentes do sistema de conduites estavam alterados no baço de cães 

naturalmente infectados com Leishmania. (L.) infantum 

 

O sistema de conduites é fundamental para o processo migratório, pois por meio dele, as 

células se orientam e deslizam em função do gradiente de quimiocinas até os compartimentos 

linfoides. Investigamos a expressão dos principais componentes do sistema de conduites, como 

deposição de colágeno IV, laminina V e fibroblastos reticulares por imunohistoquímica (Figura 4.2.1 

A-H). Para as seguintes análises, avaliamos a composição do sistema de conduites em função das 

variáveis como organização da polpa branca esplênica, carga parasitária, escore clínico e grupos 
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combinados nos quais se considerou a carga parasitária e a organização da polpa branca esplênica. 

 

 

 

Figura 4.2.1- Os componentes do sistema de conduites estavam alterados em cães 

naturalmente infectados com Leishmania (L.) infantum. Os componentes do sistema de conduítes foram 

marcados por imunohistoquímica e vermelho picro Sirius. Em A e B, deposição de colágeno tipos I e III corados por 

vermelho picro Sirius na polpa branca (A) e (B) na polpa vermelha. Em C, E e G controle negativo de ensaio de 

imunohistoquímica. D, imunomarcação de colágeno tipo IV. F, imunomarcação de laminina V. Em H, imunomarcação 

de fibroblasto reticular ER-TR7+. As setas indicam o alvo imunomarcado. A-H, barra de ampliação 25 µm. Em I, 

quantificação de ER-TR7+ (% fração de área positiva) de acordo com o escore clínico (** Pvalor 0,002). Em J e L, 

quantificação da deposição de colágeno tipo I e III em mm2 de acordo com a carga parasitária e organização da polpa 
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esplênica branca, respectivamente (* Pvalores 0,024 e 0,0215). Cromogênio 3-amino-9-etilcarbazol-AEC e 

contracoloração com hematoxilina de Meyer. Mann-Whitney OR-PD: polpa esplênica branca organizada à pouco 

desorganizada. MD-ID: polpa esplênica branca desorganizada moderada a intensamente. Número amostral deste 

experimento: Colágeno I/III 32 animais, Colágeno IV  39 animais, Laminina V 17 animals, Fibroblastos reticulares ER-

TR7+30 animais. 

Observamos que os animais com médio escore clínico apresentaram redução nos fibroblastos 

reticulares ER-TR7+ (Figura 4.2.1 I, p: 0.002; Mediana 9.13; Min-Max 4.56-18.16) quando 

comparados aos animais com baixo escore clínico (Mediana 21,67; Mín-Máx 6,63-30,01). 

Fibroblastos reticulares ER-TR7+ são células que atuam na manutenção estrutural do sistema de 

conduítes. Além disso, animais com alta carga parasitária (Alta CP) apresentaram elevada deposição 

de colágeno tipo I e III quando comparado aos animais com baixa carga parasitária (Figura 4.2.1 J, 

p: 0,024, Alta CP: Mediana 1,9 Min-Max 0,37 -16,06; Baixa CP: Mediana 2,8 Min-Max: 0,00-22,96) 

Além disso, a deposição de colágeno I/III foi maior em animais com PBE médio à intenso 

desorganizada quando comparado aos animais com PBE organizada à pouco desorganizada (Figura 

4.2.1 L, p: 0,021, OR-PD: Mediana 2,61; Min- Max: 0,00-11,59; MD-ID: Mediana 2,71; Min-Max: 

0,06-22,96). Não houve alteração na deposição de laminina V e colágeno IV nos demais grupos 

avaliados.  

 

4.2.2.3 Esplenócitos apresentaram preservação da capacidade de migração 

espontânea e responsiva in vitro 

 

Após observar mudanças na composição dos sistemas de conduites, investigamos a 

capacidade de migração de células isoladas de sangue periférico, esplenócitos e células de linfonodos. 

Nos questionamos se, devido a um processo infeccioso persistente, as células do baço teriam a 

expressão reduzida de quimiocinas e seus receptores específicos, afetando sua capacidade em 

responder aos estímulos quimiotáticos. 

Ao analisar a migração basal de CMSP, células de esplenócitos e linfonodos na ausência ou 

presença de quimiocinas e estímulos patogênicos (AgLi ou LPS), observamos que os esplenócitos 

apresentaram maior atividade migratória quando comparados às células isoladas do linfonodo (Figura 

4.2.2 p: 0.0124, mediana esplenócitos: 46,50; Min-Max: 0,00-453,0; mediana linfonodo: 8.5; Min- 

Max: 0,00-64,0). Quando observamos a capacidade migratória dos esplenócitos em comparação com 
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CMSP, não observamos nenhuma diferença significativa. 
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Figura 4.2.2 - A migração basal de esplenócitos foi preservada in vitro e aumentada com 

estímulo antigênico e quimiotático. O ensaio transwell foi realizado com CMSP, esplenócitos e células do 

linfonodo. Em A, a migração basal foi avaliada na ausência de estímulo antígênico e quimiotático (valor p 0,0124). Em B, 

as CMSP estimuladas com antígenos e CCL19 (p = 0,02). Em C, CMSP estimulado com antígenos e CXCL13 (p = 0,010). 

Em D, esplenócitos estimulados com antígenos e CCL19 (valor P * 0,032 [AgLi vs. CCL19]; ** 0,008 [CCL19 vs. AgLi 

+ CCL19]; *** 0,0001 [AgLi + CCL19 vs. LPS + CCL19]; *** 0,0005 [AgLi vs. LPS]). Em E, esplenócitos estimulados 

com antígenos e CXCL13 (valor P * 0,01 [AgLi vs. CXCL13]; ** 0,0049 [CXCL13 vs. AgLi + CXCL13]; * 0,013 [AgLi 

+ CXCL13 vs. LPS + CXCL13]; *** 0,0006 [AgLi vs. LPS]). Em F, esplenócitos estimulados com antígenos e CCL19. 

Em G, esplenócitos estimulados com antígenos e CXCL13 de acordo com a organização da polpa esplênica branca. Em B-

G, os dados são representados pelo número total de células que migraram menos o número de células que migraram 

espontaneamente. Teste de Kruskal-Wallis e comparações de múltiplos de Dunn. OR-PD: polpa esplênica branca 

organizada a levemente desorganizada. MD-ID: polpa esplênica branca desorganizada moderada a intensamente. AgLi: 

antígeno de Leishmania infantum. LPS: lipopolissacarídeo. Número de animais aplicados neste experimento: Baço: 26 

animais; Linfonodo: 12 animais e CMSP: 17 animais.  

 

Além disso, observamos a capacidade migratória de células estimuladas com antígeno 

solúvel de Leishmania (L.) infantum (AgLi) e gradiente quimiotático (CCL19 ou CXCL13). Assim, 

ao estimular CMSP com AgLi e na presença de CCL19, estas exibiram maior capacidade de 

migração quando comparadas às células que não foram cultivadas com estímulo antigênico (Figura 

4.2.2 B p: 0,02 CCL19: mediana 0,00 Min-Max: [-23,0]-9; AgLi + CCL19: Mediana 11,0; Min-

Máx: [-22,0]-46,5). Para os esplenócitos, observamos o mesmo: após o estímulo por AgLi e na 

presença de CCL19, os esplenócitos migraram mais do que os esplenócitos que não receberam o 

estímulo de AgLi (Figura 4.2.2 C p: 0,008 AgLi + CCL19: mediana 25,0 Min-Max: [- 44,0]-551,0; 

CCL19: Mediana 0,00 Min-Max: [- 81,00]-45,00). Curiosamente, o AgLi sozinho foi capaz de 

induzir a migração dos esplenócitos quando comparado com as células que migraram na presença 

somente de CCL19 (Figura 4.2.2C p: 0,032 AgLi: Mediana 18,75 Mín- máx.: [- 85,50]-571,00; 

CCL19: Mediana 0,00 Mín-Máx: [- 81,00]-45,00). Não observamos diferenças na migração de 

esplenócitos na presença de CCL19 e dos estímulos antigênicos de acordo com a organização da 

PBE (Figura 4.2.2 D). 

Analisamos também a migração das células na presença de CXCL13, quimiocina 

recrutadora principalmente de linfócitos B. Assim, observamos que o número de CMSP migrantes 
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foi maior na presença de estímulo AgLi e CXCL13 em comparação com CMSP na ausência de 

estímulo AgLi (Figura 4.2.2 E p: 0,02 CXCL13: Mediana 0,00 Min-Max: [- 23,0]-9; AgLi + 

CXCL13: Mediana 11,0; Min-Max: [- 22,0]-46,5). Além disso, também observamos o 

comportamento migratório dos esplenócitos em função do estímulo quimiotático por CXCL13. 

Assim, vimos que o estímulo antigênico mediado apenas pelo AgLi tem maior efeito na indução da 

migração dos esplenócitos quando comparado aos esplenócitos que receberam apenas o estímulo 

quimiotático de CXCL13 (Figura 4.2.2 F p: 0,01 AgLi: Mediana 18,75 Mín- Máx: [- 85,50]-571,00; 

CXCL13: Mediana 11,00 Mín-Máx: [- 22,0]-46,50). Os esplenócitos estimulados com AgLi e 

CXCL13, apresentaram maior capacidade de migração quando comparados aos esplenócitos que 

receberam apenas o estímulo quimiotático de CXCL13 (Figura 4.2.2 F p: 0,0049 AgLi + CXCL13: 

Mediana 26,25 Min-Máx: [- 77,00]-577,00; CXCL13: Mediana -2,50 Min-Max: [- 168,00]-35,00). 

Não observamos diferença na migração de células na presença de CCL19 de acordo com a 

organização PBE (Figura 4.2.2 D). 

 

4.2.2.4 Animais com médio escore clínico apresentaram redução de células CD40L+ 

 

As moléculas CD40 e CD40L participam do processo de ativação celular. Neste estudo, a 

expressão dessas moléculas foi analisada pela técnica de imunohistoquímica (Figura 4.2.3 A, C e E 

para CD40 e 4.2.4 B, D e F para CD40L. CD40 e CD40L: 39 animais). 

Quando analisamos a expressão da molécula CD40, não observamos diferenças 

significativas quando os diferentes grupos foram comparados. Porém, quando analisamos a 

expressão do CD40L, observamos uma redução desta molécula em animais com médio escore 

clínico quando comparados a animais com baixo escore clínico (Figura 4.2.3 G p: 0,018 médio 

escore clínico: Mediana 43,37 Min-Máx: 23,82-90,67; baixo esore clínico: Mediana 67,02 Mín-

Máx: 23,47-130,49). 
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Figura 4.2.3- Cães com médio escore clínico apresentaram menor quantidade de 

células CD40L+ no baço. As células CD40L+ e CD40+ foram avaliadas por imunohistoquímica. Em A e 

B, controle negativo. Em C e D, células CD40+ e CD40L+ imunomarcadas na polpa branca. Em E e F, células 

CD40+ e CD40L+ na polpa vermelha. Em C e D, as setas indicam a arteriolar central da polpa branca. Em E 

e F, as setas indicam células marcadas. Cromogênio 3-amino-9-etilcarbazol-AEC e contracoloração com 

hematoxilina de Meyer. Barra de aumento A-F 25µm. Pvalue 0,018. Em G, quantificação de células 

CD40L+/mm2 de acordo com o escore clínico. Teste ANOVA de uma via e teste de comparações múltiplas 

de Tukey. Número de animais aplicados neste experimento: CD40+ e CD40L+ 39 animais. 
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4.2.2.5 Animais com polpa branca desorganizada apresentaram menor quantidade de 

células iNOS+  

 

A expressão de TNF-α e iNOS foi analisada pela técnica de imunohistoquímica nos 

diferentes grupos formados de acordo com a organização da PBE, escore clínico, carga parasitária e 

grupos combinados entre a carga parasitária e o grau de organização da PBE (Figura 4.2.4 A-F; 

número de animais avaliados neste estudo TNF-α e iNOS: 39 animais). A citocina TNF-α é tem 

como ação, ativar a função microbicida de macrófagos infectados. Ao avaliarmos a expressão do 

TNF-α, não observamos diferenças na expressão dessa citocina quando os grupos eram comparados. 

A expressão do TNF-α é uma importante ferramenta para a ativação da produção de compostos de 

ácidos tóxicos, como, por exemplo, o óxido nítrico produzido pela ação enzimática da enzima iNOS 

que atua no controle do crescimento e eliminação de Leishmania (L) infantum. Assim, ao avaliarmos 

a expressão dessa enzima, observamos que animais com PBE com média à intensa desorganização 

apresentaram menor expressão de iNOS do aqueles com a PBE organizada (Figura 4.2.4 p: 0,03 

MD-ID: Mediana 9,73; Min-Máx: 2,96-29,25; OR-PD: Mediana 17,25 Min-Máx: 5,79-33,16). Além 

disso, quando observamos a expressão desta enzima em grupos combinados entre a carga parasitária 

e o grau de organização da PBE, observamos que animais com PBE desorganizada e baixa carga 

parasitária apresentaram redução na expressão de iNOS+ quando comparados aos animais com PBE 

organizada e baixa carga parasitária (Figura 4.2.4 H BCP/DS: Mediana 10,04 Min-Máx-: 4,14-

28,26; BCP/OR: Mediana 17,90 Min-Máx: 5,79-33,16). Ao analisar os outros grupos, não 

observamos diferenças significativas na quantidade de células TNF-α e iNOS+. 
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Figura 4.2.4 - A enzima iNOS foi menos expressa em baço de animais com polpa branca 

desorganizada. As células iNOS+ e TNF-α+ foram detectadas por imunohistoquímica. Em A e 

B, controle negativo. Em C, células TNF-α+ na polpa branca esplênica. Em D, células iNOS+ na polpa branca 

esplênica. As setas indicam a arteriolar central da polpa branca esplênica. Em E, células TNF-α+ na polpa 

vermelha. Em F, células iNOS+ na polpa vermelha. As setas indicam células marcadas. Cromogênio 3-amino-

9-etilcarbazol-AEC e contracoloração com hematoxilina de Meyer. Barra de ampliação A-F 25µm Em G,% 

iNOS+ de acordo com a carga do parasita (pvalor 0,03). Em H,% iNOS+ de acordo com a carga parasitária e 

organização da polpa esplênica branca (valor p 0,034). Teste de Meann-Whitney. OR-PD: polpa esplênica 

branca organizada À pouco desorganizada. MD-ID: polpa esplênica branca desorganizada moderada a 

intensamente. BCP: carga parasita baixa. ACP: alta carga parasitária. BCP/OR: baixa carga parasitária e polpa 

branca esplênica organizada. BCP/DS: baixa carga parasitária e polpa branca esplênica desorganizada. 

ACP/DS: alta carga parasitária e polpa branca esplênica desorganizada. Número amostral deste experimento: 

TNF-α+ e iNOS+ 39 animais. 

H 
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 Tabela 4.2.2.1 Dados quantitativos da marcação dos alvos imunohistoquimicos aplicados no 

estudo. 

NA: Não aplicados 

 Escor

e 

clínic

o 

Carga 

parasitária 

106/ Cells 

Organização 

da PBE   

Grupo 

combin

ado 

Deposição 

de 

colágeno 

I/III  

mm2 

Deposiç

ão de 

colágen

o 

IV/mm2 

Deposiç

ão de 

laminin

a/mm2 

Fibroblast

os ER-

TR7+  

mm2 

Fibroblast

os ER-

TR7+  

% 

CD40+  

mm2 

CD40L+  

mm2 

B7+ cells 

mm2 

B7+ cells 

% 

CD28+ 

mm2 

TNF-α+ cells 

mm2 

iNOS+ 

cells 

% 

Animal 

register 
                

001/2013 7 6,06 4 3 NA 39,41 3,18 16,85 NA 85,33 72,89 NA NA NA 21,07 29,25 

002/2013 0 2,48 4 2 NA 54,23 NA NA 25,26 15,64 40,18 NA NA 64,36 13,66 4,55 

003/2013 6 5,37 4 2 NA 42,19 NA 15,99 NA NA NA NA NA NA ,22 NA 

004/2013 6 3,98 3 2 2,93 68,42 29,33 NA 6,27 83,20 90,67 115,56 7,42 NA 26,88 24,77 

001/2014 1 3,69 4 2 1,09 NA NA 25,26 NA NA NA NA NA NA NA NA 

002/2014 2 4,66 4 2 NA 85,44 7,30 23,10 21,68 60,80 23,47 257,78 21,08 NA 19,19 16,70 

003/2014 6 6,16 4 3 2,95 43,22 NA 25,88 9,06 25,60 43,38 298,67 5,12 1,07 11,21 9,59 

004/2014 9 7,31 3 3 5,69 72,30 17,09 18,14 10,15 30,58 32,71 206,22 9,79 19,20 10,75 2,96 

005/20114 2 4,86 4 2 3,66 67,45 25,85 18,16 7,12 97,07 68,27 NA NA 27,02 22,57 28,26 

006/2014 5 5,13 3 2 4,42 67,99 28,48 22,48 18,16 49,42 41,96 7,11 ,32 34,13 27,84 18,91 

007/2014 3 4,78 1 1 1,85 64,45 23,27 23,31 8,81 60,09 45,16 122,67 4,22 26,67 15,07 33,16 

008/2014 3 6,84 3 3 6,41 86,64 19,94 14,40 9,14 32,71 24,18 206,22 6,84 42,67 3,05 4,77 

009/2014 9 4,88 3 2 1,98 66,67 17,85 11,64 4,82 69,69 82,84 183,11 9,31 30,93 10,08 8,75 

010/2014 5 4,23 4 2 5,62 51,57 NA 8,32 4,56 70,04 37,69 NA NA 17,42 4,02 4,30 

011/2014 8 4,33 3 2 8,80 75,52 13,96 NA 3,26 28,44 27,38 NA NA 23,47 16,53 10,27 

012/2014 7 4,57 2 1 2,67 77,01 14,86 NA NA 33,78 19,91 122,67 4,67 NA 40,29 25,87 

015/2014 2 5,22 4 2 1,38 55,61 14,25 19,51 NA 34,84 29,51 NA NA 23,82 2,96 9,88 

016/2014 4 4,06 1 1 1,75 65,75 9,24 56,03 7,65 70,04 57,24 211,56 10,70 NA 16,78 5,79 

017/2014 0 6,16 2 NA 1,85 70,80 21,58 34,09 21,97 65,07 65,78 NA NA 24,18 15,46 16,61 

018/2014 6 4,41 3 2 7,91 19,96 1,73 58,11 13,37 39,82 59,38 136,89 5,39 38,04 11,11 12,21 

019/2014 7 6,34 3 3 7,30 37,89 6,35 16,91 22,79 36,62 3,56 296,89 14,42 NA 8,30 4,04 

020/2014 0 4,66 3 2 NA 46,45 24,36 NA 6,63 45,16 102,04 39,11 4,15 40,53 15,40 4,27 

021/2014 0 4,63 2 1 0,91 37,71 NA NA NA 37,69 80,00 236,44 16,06 35,56 25,06 21,39 

022/2014 0 2,16 2 1 1,35 5,74 NA NA NA 33,07 104,53 NA NA 17,07 ,35 20,49 

023/2014 0 4,96 2 1 1,76 42,42 NA 21,32 NA 17,78 48,00 NA NA 22,40 7,56 16,54 

024/2014 8 5,02 2 1 1,46 48,41 NA 26,82 8,36 34,49 55,82 110,22 4,80 NA 11,17 14,75 

025/2014 1 4,89 1 1 2,40 54,64 NA 25,08 10,52 56,18 62,93 74,67 9,01 56,53 10,54 9,11 

026/2014 3 6,17 3 3 1,06 52,88 NA 44,90 9,83 19,20 59,73 369,78 21,85 26,67 9,70 13,41 

027/2014 8 4,72 2 1 3,45 78,08 NA 91,13 17,61 40,18 60,89 190,22 7,28 NA 15,60 17,90 

028/2014 2 2,29 3 2 1,04 37,88 NA 35,06 30,01 57,60 130,49 288,00 12,39 94,58 14,56 17,65 

029/2014 8 5,11 4 2 NA 61,02 NA 19,28 13,75 17,07 67,91 NA NA 68,98 5,96 14,45 

030/2014 4 5,22 3 2 1,16 78,96 NA NA 7,56 46,58 45,51 NA NA 113,78 12,32 22,79 

031/2014 5 5,78 4 3 3,90 25,27 NA 33,75 NA 46,22 98,84 NA NA NA 13,23 9,28 

032/2014 0 2,50 4 2 2,79 64,47 NA 52,94 13,24 11,02 23,82 NA NA 55,82 3,32 4,14 

033/2014 9 4,32 4 2 2,28 59,57 NA NA 20,76 35,56 56,53 131,56 6,10 46,93 1,96 7,47 

034/2014 9 4,16 2 1 0,21 NA NA 25,09 NA 31,29 81,42 NA NA NA NA NA 

035/2014 6 6,61 3 3 1,06 66,73 NA NA 9,84 48,71 83,91 416,00 29,62 66,84 6,46 17,07 

036/2014 12 2,90 4 2 NA 48,96 NA 34,69 NA 40,89 66,84 NA NA NA 6,98 5,86 

037/2014 10 2,49 4 2 NA 74,28 NA 57,70 13,60 18,49 41,24 53,33 3,99 28,44 10,51 8,40 
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Tabela 4.2.2.2 Dados quantitativos da análise da migração in vitro por ensaio de transwell 

 Escor

e 

clínic

o 

Carga 

parasitá

ria 

Organiz

ação da 

polpa 

branca 

esplênic

a 

Migraç

ão basal 

baço 

Migraç

ão basal 

CPMS 

Migração 

basal 

linfonodo 

Índice de 

migação 

induzida 

AgLi 

Baço 

Índice de 

migação 

induzida 

AgLi 

CMSP 

Índice de 

migação 

induzida 

AgLi 

Linfonodo 

Índice de 

migação 

induzida 

LPS 

Spleen 

Índice de 

migação 

induzida 

LPS 

CMSP 

Índice de 

migação 

induzida 

LPS 

linfonodo 

Índice de 

migação  

CCL19 

Baço 

Índice de 

migação  

CMSP 

Índice de 

migação 

induzida 

linfonodo 

Índice de 

migação  

CXCL13 

Baço 

 

Índice de 

migação  

CXCL13 

CMSP 

Índice de 

migação 

induzida 

Linfonodo 

 

Animal 

register  

                  

143/18 1,00 1,00 NA 67 NA NA -17,00 NA NA -47,00 NA NA 23,50 NA NA 32,50 NA NA 

144/18 1,00 2,00 NA 17 NA NA 3,00 NA NA -14,00 NA NA 15,00 NA NA 16,00 NA NA 

145/18 2,00 2,00 NA 3 NA NA 9,00 NA NA ,00 NA NA 10,50 NA NA 14,50 NA NA 

146/18 1,00 1,00 1,00 5 NA NA -3,50 NA NA -4,00 NA NA -3,00 NA NA -4,50 NA NA 

147/18 2,00 1,00 2,00 0 NA ,00 3,00 NA ,00 ,00 NA ,00 1,50 NA ,00 13,50 NA ,50 

148/18 2,00 1,00 2,00 28 NA NA 14,00 NA NA -8,00 NA NA 27,00 NA NA 11,00 NA NA 

149/18 1,00 1,00 1,00 80 NA 17,00 -1,00 NA -8,00 -37,00 NA -8,00 10,50 NA 11,50 -26,00 NA -9,50 

150/18 1,00 1,00 2,00 155 46,00 64,00 -28,00 -18,00 -48,50 -64,00 -17,00 -19,00 -39,00 21,50 -33,50 -17,00 41,00 -12,50 

151/18 2,00 1,00 2,00 101 105,0 NA 43,00 -19,00 NA -27,00 -24,00 NA 11,50 -36,00 NA 33,50 -22,00 NA 

152/18 2,00 1,00 2,00 117 5,00 NA 112,00 5,50 NA -74,00 7,00 NA 120,50 6,50 NA 144,00 6,00 NA 

153/18 1,00 2,00 2,00 71 18,00 NA 45,00 21,00 NA 28,00 -5,00 NA 103,50 23,50 NA 106,00 46,50 NA 

154/18 1,00 1,00 2,00 453 16,00 NA -85,50 11,00 NA -164,00 13,00 NA -44,00 47,00 NA -77,00 27,00 NA 

155/18 1,00 1,00 1,00 141 63,00 NA 23,00 6,00 NA -133,00 -11,00 NA 26,50 47,00 NA 20,00 30,00 NA 

158/19 2,00 1,00 2,00 200 6,00 4,00 158,50 9,50 3,50 -82,00 6,00 -3,00 175,00 13,00 16,00 126,50 12,50 13,00 

161/19 1,00 1,00 2,00 84 22,00 15,00 271,50 21,50 -5,00 -45,00 3,00 3,00 287,50 8,50 -1,00 264,50 11,00 -4,50 

162/19 2,00 1,00 2,00 1 13,00 2,00 137,50 -5,00 1,00 24,00 -2,00 1,00 160,00 -3,00 3,50 183,00 -2,00 2,50 

167/19 1,00 NA 1,00 118 42,00 NA 141,50 -5,00 NA 2,00 -32,00 NA 194,50 -25,50 NA 73,50 -9,50 NA 

168/19 2,00 NA 1,00 192 12,00 NA -33,50 9,00 NA -80,00 4,00 NA -40,00 7,00 NA -46,00 4,50 NA 

171/18 1,00 NA NA 55 5,00 5,00 39,50 10,50 1,50 -17,00 5,00 -2,00 34,00 16,50 2,00 43,50 8,00 -1,50 

172/18 1,00 NA NA 5 31,00 7,00 571,00 30,00 -6,50 -2,00 13,00 -2,00 551,00 33,00 -2,00 577,00 30,50 4,00 

173/19 2,00 NA 2,00 1 4,00 8,00 222,50 -3,50 -,50 7,00 11,00 2,00 253,00 -2,00 2,00 240,00 -3,00 ,00 

174/19 1,00 NA 2,00 11 7,00 2,00 54,50 16,00 2,50 9,00 3,00 -2,00 58,50 19,50 1,00 52,00 12,50 3,00 

175/19 2,00 NA 2,00 25 ,00 2,00 57,50 12,50 5,50 16,00 ,00 4,00 45,00 8,50 9,50 45,00 13,00 8,00 

176/19 2,00 NA 2,00 38 12,00 NA 14,50 8,00 NA -2,00 -4,00 NA 5,50 17,50 NA 2,50 6,50 NA 

177/18 2,00 NA 2,00 0 NA NA 2,00 NA NA ,00 NA NA ,00 NA NA 1,50 NA NA 

185/18 1,00 NA 2,00 1 NA -1,00 1,00 NA -3,00 1,00 NA -3,00 ,00 NA -1,50 1,00 NA -2,50 

NA: Não aplicado



   

    
110 

 

5.0 Discussão Geral 

 

Os estudos de infecção natural na Leishmaniose visceral canina permitem o entendimento 

dos mecanimos imunológicos envolvidos na interação Leishmania sp.-células do sistema 

imunológico canino, bem como o impacto desta interação no microambiente tecidual. Neste sentido, 

o baço vem ganhando destaque uma vez que, quando comparados aos demais órgãos passíveis de 

infecção, tem se mostrado um órgão de persistência parasitária. Assim, o presente estudo avaliou o 

impacto da presença da Leishmania (L.) infantum no microambiente esplênico e observamos que a 

desorganização deste microambiente foi um processo frequente nos cães analisados no estudo. Além 

disso, essa desorganização foi acompanhada pela alteração nos componentes estruturais da matriz 

extarcelular (MEC). A desorganização da PBE ocorre ainda quando a carga parasitária é baixa e pode 

estar associada ao processo de depleção dos linfócitos T CD4+. O microambiente tímico é responsável 

por coordenar os eventos de maturação dos linfócitos T. Do timo, os linfócitos maduros ganham a 

circulação sanguínea e seguem para colonizar os órgãos linfoides secundários, incluindo o baço. 

Neste estudo, observamos que não somente o baço apresentava alterações em sua microarquitetura, 

mas também o timo. O timo foi passível de infecção por Leishmania e apresentava danos teciduais 

que podem impactar no processo de maturação dos linfócitos T e na liberação de linfócitos T maduros 

para a periferia. O dano tecidual no timo foi caracterizado por infiltrado inflamatório granulomatoso 

e piogranulomatoso, e a matriz extracelular estava alterada: houve um aumento na deposição de 

fibronectina em animais que apresentavam doença mais avançada. Assim, o microambiente tímico 

comprometido poderia levar a saída prematura dos linfócitos T imaturos que colonizariam o baço e 

influenciaria negativamente a resposta imune esplênica à infecção.  

O timo é o principal órgão de maturação de linfócitos T e sua microarquitetura organiza 

os eventos de maturação deste perfil celular (190). Este órgão é dividido em região cortical e medular 

e estas regiões são fundamentais para a retenção das células, a partir da interação de integrinas e 

receptores de integrinas entre a MEC e os timócitos em estágio de maturação, interação entre 

timócitos e células dendríticas e seleção do repertório de CD4 ou CD8 e o seu comprometimento com 

estes receptores (171,193).  Em estudos publicados em modelo experimental em camundongos, tem 

sido descrita a redução da razão entre as regiões córtico:medulares em camundongos desnutridos e 

infectados com Leishmania (L.) infantum (26,138,288). Além disso, neste mesmo microambiente, há 

redução delinfócitos T CD4+ CD8+ duplo positivos exemplificando que é possível que as 
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subpopulações de linfócitos T CD4+ e T CD8+ (288) circulantes poderiam estar afetadas, uma vez que 

eles deixam o microambiente intratímico ainda num estágio imaturo. Em uma robusta revisão, De 

Meis e colaboradores (289) descreveram o impacto de infecções no processo de maturação dos 

linfócitos T.  

O microambiente tímico e a sua manutenção em córtex e região medular são fundamentais 

para o processo de maturação dos linfócitos T. Em processos infecciosos experimentais por vírus, 

parasitas como Trypanosoma cruzi, Schistosoma mansoni e Plasmodium berghei, o microambiente 

tímico sofre processo de atrofia associados à redução da divisão visível entre as regiões 

corticomedulares, locais para o primeiro contato do precursor de linfócitos T e início do processo de 

maturação dos linfócitos T (132,191,206,290,291). Assim, no artigo I que compõe essa tese, fizemos 

a primeira descrição da presença de amastigotas de Leishmania. (L.) infantum no timo de cães 

naturalmente infectados. A presença do parasita Leishmania. (L.) infantum induziu a formação de 

dano tecidual caracterizado por reação inflamatória granulomatosa e piogranulomatosa com a 

presença de infiltrados de macrófagos e neutrófilos. Além disso, a formação de reação granulomatosa 

não foi eficaz no controle da carga parasitária, uma vez que os macrófagos observados estavam 

intensamente parasitados. A resposta celular mediada por linfócitos T CD4+, macrófagos e 

granulomas bem formados tem sido associada ao quadro de controle da carga parasitária (292–294). 

No entanto, no presente trabalho observamos que em regiões de reação inflamatória granulomatosa e 

piogranulomatosa houve intenso parasitismo de macrófagos, principais células mediadoras da função 

de granulomas.  

Ao olharmos para o microambiente intratímico, observamos que houve aumento na 

deposição de fibronectina, que atua na formação estrutural do timo e também no processo de migração 

celular, como a entrada de precursores de linfócitos T e saída dos linfócitos T maduros. O aumento 

desta proteína de MEC poderia levar a alteração no processo de maturação dos linfócitos T, 

permitindo que linfócitos T duplo positivos deixem o ambiente tímico antes de finalizar seus estágios 

de maturação, no entanto, outros pontos devem ser avaliados para confirmar esta hipótese (289). Além 

disso, em estudo murino desnutrido de infecção por Leishmania (L.) infantum , foi descrita a saída de 

linfócitos T duplo positivos do timo e a apoptose destes no baço (288). Contudo, nossos dados não 

nos permitem associar o timo ao baço, mas estudos sobre a cinética entre o timo e o baço devem ser 

avaliados levando em consideração o processo natural de involução tímica. É possível que a saída 

prematura de linfócitos T duplo prositivos do timo, resultantes de um aumento de estímulo de 
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emigração, possam impactar a função imunoregulatória da resposta imune celular nos órgãos 

linfoides periféricos como o linfonodo e o baço.  

A persistência parasitária no baço é um dos principais elementos que dificultam a cura 

dos animais. Vários estudos buscam entender quais fatores estariam associados a este fenômeno. 

Santana e colaboradores (77) descreveram a atrofia das regiões de compartimentalizações específicas 

para nichos linfoides. Cavalcanti e colaboradores (9) também observaram a atrofia folicular. No artigo 

II, foi realizada a análise da desorganização da polpa branca esplênica (PBE) de cães naturalmente 

infectados com Leishmania (L.) infantum (55). Assim, tomados dos resultados que compõem o estudo 

em questão, observamos que a desorganização da PBE é um processo que ocorre frequentemente na 

microarquitetura esplênica de cães infectados. Além disso, o grau de desorganização da PBE foi mais 

intenso em animais com maior escore clínico, exemplificando que o quadro clínico do animal poderia 

ser um marcador para o comprometimento da organização do tecido esplênico. Além disso, a maioria 

dos cães avaliados no estudo apresentaram baixa carga parasitária, sendo portanto, possível inferir 

que a desorganização da PBE é um processo que ocorre quando a carga parasitária ainda é baixa e tal 

desorganização pode favorecer a falha no controle da carga parasitária, uma vez que a ausência destes 

compartimentos afetaria diretamente o desenvolvimento da resposta imune mediada por linfócitos T 

e B (55,81,82). 

A desorganização da PBE pode estar associada a múltiplos fatores. No artigo II, 

demonstramos que animais com PBE desorganizada apresentavam maior deposição de colágeno I/III 

e laminina, importantes componentes estruturais do arcabouço esplênico. Além disso, foi 

demonstrado aumento na expressão da metalopeptidase-9 (MMP-9) neste mesmo grupo, sugerindo 

uma possível alteração na dinâmica funcional do baço. Foi descrito ainda que animais com polpa 

branca desorganizada e baixa carga parasitária apresentaram redução nos nichos de linfócitos T 

CD4+, mas não houve alteração no perfil de proliferação celular. Muitos fatores podem estar 

associados a depleção dos linfócitos, entre eles danos na microaquitetura intratímica, barreiras físicas 

pelo intenso remodelamento da MEC, redução da capacidade responsiva migratória celular mediada 

por quimiocinas e receptores de quimiocinas (81,204).  

Esses dados em conjunto, nos levaram a hipotetizar que o microambiente esplênico 

poderia estar comprometido e esse dano estaria associado à formação de barreiras migracionais 

devido ao remodelamento da MEC e alterações na deposição de laminina e colágeno. Assim, as 

células encontrariam dificuldade para migrar por este microambiente, tanto devido a formação de 
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barreira física, quanto pela redução da expressão de quimiocinas e receptores de quimiocinas no 

tecido esplênico que já vem sendo descritos por outros autores (9,81). As alterações na deposição dos 

componentes estruturais da PBE poderiam estar induzindo uma barreira migracional através do 

aumento na deposição dos componentes estruturais das proteínas laminina e colágeno I/III. Por outro 

lado, as células usam o sistema de conduites para se guiarem, através de um gradiente quimiotático, 

por dentro dos tecidos linfoides, dentre eles, o baço. O sistema de conduites é parte da matriz 

extacelular que compõe os órgãos infóides e é formado por uma rede de canais que transportam 

moléculas de baixo peso molecular através do tecido linfoide. O interior dos canais do sistema de 

conduítes é formado por proteínas estruturais da MEC, como por exemplo colágenos tipos I e III. As 

fibras de colágeno são envolvidas por fibroblastos reticulares que mantem o conteúdo e selam os 

canais do sistema de conduites.  

Assim, no artigo III que compõe os dados do presente estudo, reunimos os dados da 

literatura mais relevantes sobre o processo de remodelamento da MEC e do sistema de conduítes, 

levando em consideração os seus compartimentos e estrututuras necessárias para a promoção da 

migração de células que atuam no desenvolvimento da resposta imunológica frente às infecções. 

Neste artigo, estão descritos as enzimas e os estímulos que atuam nesse processo, além das alterações 

que ocorrem na composição do sistema de conduites, e o impacto do processo infeccioso neste 

sistema presente nos órgãos linfoides. Os fibroblastos reticulares ER-TR7+ são células responsáveis 

por secretarem proteínas que constituem o arcabouço estrutural da MEC. Além desta função, estes 

fibroblastos revestem o sistema de conduites e realizam a manutenção deste sistema. Em infecção 

experimental murina com L. (L.) major, foi descrita a infecção de fibroblastos reticulares indicando 

que estas células podem ser sitios de infecção e manutenção do parasita em cultura in vitro (295). 

Assim, com base nestes dados e nas alterações que tínhamos observado na MEC do baço de cães 

infectados, hipotetisamos que a desorganização da PBE poderia ser um reflexo tanto da barreira física 

migracional através da alteração dos componentes estruturais da MEC bem como da alteração na 

constituição e manutenção do sistema de conduites.  

Para investigar o perfil migratório, os experimentos foram divididos em 2 etapas: 1) 

análise do sistema de conduítes, 2) Análise do potencial migratório in vitro. Ao pensarmos nos 

processos migratórios levamos em consideração os sistemas de conduites, que são pouco explorados 

nos tecidos linfoides (176,188,296) e exercem importante função de guiar as células em processo de 

migração em função do gradiente de quimiocinas (188). Vale ressaltar que este sistema de conduites 
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é constituído por colágenos I, III e IV, laminina V, proteoglicans de heparan sulfato, nidogênio e 

revestido por fibroblastos reticulares que estão intimamente associados e interagindo com as células 

migrantes(187,188). O lúmen desse sistema é responsável por carrear pequenas moléculas proteicas, 

entre elas as quimiocinas e assim estão associados com a dinâmica migratória (189). 

 Desta forma, investigamos a presença de fibroblastos reticulares (ER-TR7+), e a 

expressão de laminina V e colágenos dos tipos I, III e IV e observamos que em animais com médio 

escore clínico a presença de fibroblastos reticulares foi menor quando comparados aos animais com 

baixo escore clínico. Além disso, juntamente com a redução de fibroblastos reticulares, observamos 

que a deposição de colágeno tipo I e III estava aumentada nestes mesmos animais e nos animais com 

polpa branca de médio à intensa desorganização, sugerindo alterações morfofuncionais no sistema de 

conduites, possivelmente em função da presença do parasita no baço de cães naturalmente infectados 

e assim resultando numa possível alteração no potencial migratório. Não observamos alteração na 

deposição de laminina V, no entanto, mais estudos devem explorar a deposição desta proteína da 

membrana basal.  

Em adição ao estudo do sistema de conduites, analisamos o potencial migratório in vitro 

de células isoladas do baço, sangue e linfonodo. Assim, ao analisarmos a capacidade responsiva 

migratória na ausência de reforço antigênico e quimiotático (Basal), observamos que esplenócitos 

apresentaram maior capacidade responsiva migracional quando comparados às células isoladas de 

linfonodo, e não diferiram das células isoladas de sangue periférico. Este resultado sugere que 

esplenócitos mantiveram a sua capacidade de responder naturalmente aos estímulos quimiotáticos e 

antigênicos presentes no tecido esplênico.  

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) estimuladas por AgLi e na 

presença de CXCL13 ou CCL19 apresentaram maior capacidade migracional quando comparadas às 

células estimuladas apenas por CXCL13 ou CCL19. Assim, o estímulo antigênico somado à ação 

quimiotática é capaz de estimular o potencial migratório de CMSP, ou seja, ao saírem do sítio de 

inoculação natural e entrarem nos vasos sanguíneos, as CMSP apresentam capacidade de migração e 

podem chegar a diferentes órgãos do mamífero, inclusive os órgãos linfáticos. Esse potencial de 

disseminação sistêmica é muito bem discutido em diferentes estudos tanto em modelo natural de 

infecção canina (Animais que foram infectados naturalmente via vetor em seus ambientes naturais de 

domicílio) quanto em modelo experimental em murinos(10,26,77,297–299). Tem sido descrito na 

literatura o papel de co-infecções e o impacto destas co-infecções sobre os patógenos e o sistema 
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imune hospedeiro (20,300). Em co-infecção com HIV e Leishmania sp. tem sido mostrado um papel 

sinérgico e benéfico para o crescimento tanto do vírus quanto do parasita, mas o poder/impacto na 

disseminação de células infectadas por HIV e demais patógenos não têm sido abordados (164,301–

304). Ao avaliarmos a capacidade responsiva migracional de CMSP em estímulo por CCL19 

observamos que CMSP também aparesentaram elevada capacidade responsiva frente a esta 

quimiocina, mostrando que independente do estimulo quimiotático, as CMSP apresentam capacidade 

de responder e migrar em função do estimulo quimiotático e antigênico mediado por AgLi.  

A próxima etapa foi investigar a capacidade migratória de esplenócitos, onde eles foram 

cultivados na ausência ou presença de estimulo com AgLi ou LPS. Após o estímulo, os esplenócitos 

foram cultivados em sistema transwell na presença ou ausência das quimiocinas CXCL13 e CCL19. 

Quando em presença de AgLi, esplenócitos apresentaram maior capacidade de migração quando 

comparados à esplenócitos que migraram na presença de somente CXCL13 ou CCL19. Assim, 

podemos inferir que os antígenos parasitários por si só já estimulam o processo migracional das 

células isoladas do baço. Quando comparamos os estímulos antigênicos, vimos que, em comparação 

ao LPS, o estimulo com AgLi foi capaz de induzir maior migração  e o mesmo foi observado quando 

estimulamos esplenócitos com AgLi na presença das quimiocinas.  

Ao compararmos os diferentes grupos baseados na organização da PBE, grupos clínicos 

e carga parasitária, não observamos diferenças significativas. Da silva et al (81) descreveram que cães 

naturalmente infectados com Leishmania (L.) infantum, apresentaram atrofia da polpa branca 

esplênica e essa redução foi associada à redução da expressão do RNAm de CXCL13 o que poderia 

impactar na compartimentalização das subpopulações de linfócitos B. Neste estudo, os autores 

observaram também, redução das populações de linfócitos T e células dendríticas, principalmente nos 

animais com PBE desorganizada. No presente estudo, não observamos diferenças migracionais em 

relação aos grupos formados e este dado sugere que a redução da celularidade nos diferentes nichos 

de linfócitos não esteja relacionado a uma menor capacidade de expressão de receptores de 

quimiocinas ou de resposta às mesmas, mas provavelmente por um impedimento físico formado pelo 

aumento de depósito e/ou desorganização das moléculas de matrix extracelular (laminina e colágeno). 

 Em resumo, observamos que a migração espontânea de esplenócitos foi maior do que 

das células isoladas do sangue periférico ou linfonodo. Como os esplenócitos foram isolados de um 

ambiente onde a resposta imune anti-parasitária já foi iniciada, é possível que seus receptores de 

quimiocinas já estejam empenhados e por isso a migração basal tenha sido superior às células isoladas 
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de sangue periférico e de linfonodo. Isso também explicaria o motivo pelo qual, em muitos casos, a 

adição da quimiocina não tenha trazido efeito adicional à migração celular estimulada pelo AgLi 

isolado. Outro dado que nos chamou atenção foi a ausência de resposta das células isoladas do 

linfonodo. Não houve migração celular em nenhuma das situações testadas para estas células. Além 

disso, estudos em modelo de desnutrição murina tem demonstrado que o linfonodo perde sua 

capacidade de retenção de células infectadas no seu microambiente (139). Além de observarem a 

falha na barreira do linfonodo, Ibrahim e colaboradores (139) descreveram a presença de amastigotas 

Leishmania (L.) infantum na forma livre identificadas no interior da microarquitetura do linfonodo 

em associação com os sistemas de conduites, e que as mesmas deixam o microambiente sem que haja 

alguma reação ou resposta dos mecanismos imunológicos do linfonodo. Assim, essas amastigotas e 

demais células infectadas chegam ao baço e isso pode sobrecarregar o tecido esplênico, uma vez que 

o baço passa a ser o único tecido linfoide ativo. 

 Trabalhos recentes têm mostrado desorganização da microarquitetura do linfonodo de 

camundongos e cães infectados. Como a infecção ocorre naturalmente na pele e o parasita é 

regurgitado pelo flebotomíneo diretamente na junção dermo-epidérmica,  onde os vasos linfáticos são 

mais abundantes que vasos sanguíneos (27,125,305,306), é possível que a infecção dos linfonodos 

preceda à infecção no baço, já que é provável que o parasita alcance primeiramente a circulação 

linfática, e posteriormente com a progressão da infecção, alcance a circulação sistêmica e o 

baço(139,199). Para verificação desta hipótese seguiremos com a análise das alterações 

histopatológicas dos linfonodos de cães naturalmente infectados incluídos neste estudo e a verificação 

da possível associação destas alterações com a perda de capacidade de resposta migratória. 

A migração celular esplênica durante a LVC tem sido pouco explorada. Estudos em cães 

naturalmente infectados com Leishmania (L.) infantum demonstraram que no baço desses animais há 

aumento dos níveis de CCL5 e CXCL10, importantes quimiocinas recrutadoras de leucócitos e 

linfócitos T efetores em função do aumento de IFN-γ (307). Por outro lado, em infecção experimental 

neste mesmo modelo, foi descrito aumento de CCL2, CCL3 e CXCL13 associado ao possível 

aumento do recrutamento de monócitos, linfócitos TCD4+ e TCD8+ (307). No entanto, no artigo II, 

demonstramos que em cães naturalmente infectados com PBE desorganizada há redução nas 

subpopulações de linfócitos T CD4+, reforçando a hipótese de que em um microambiente 

desorganizado, as células poderiam encontrar barreiras migracionais devido a danos na matriz 

extracelular e no sistema de conduites. Além disso, embora não tenhamos observado dano na 
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capacidade responsiva frente a quimocina,  é descrito na literatura que existe a redução de 

quimiocinas e seus receptores em infecção natural canina por Leishmania (L.) infantum (81). Esta 

redução associada a atrofia folicular gera uma dificuldade para a célula em alcançar seus sítios 

específicos afetando o processo de ativação e produção de reagentes como óxido nítrico (NO) e fator 

de necrose tumoral (TNF) que são fundamentais no combate a infecção por parasita intracelular. 

Para testar a hipótese de que a desorganização da PBE e os consequentes danos no 

processo migratório poderiam estar associados a um déficit na ativação celular, investigamos a via de 

coestímulo mediada pela interação entre CD40 e CD40L. As células apresentadoras de antígenos 

expressam o receptor CD40 e seu ligante, CD40L é expresso principalmente pela subpopulação de 

linfócitos T CD4+. Assim, ao observarmos a expressão de CD40, não vimos alterações na expressão 

desta molécula quando os grupos foram comparados. No entanto, quando avaliamos a expressão de 

CD40L, observamos que animais com médio escore clínico apresentam redução da expressão de 

CD40L quando comparados com animais com baixo escore clínico. De forma interesante, neste 

mesmo grupo de animais houve redução dos fibroblastos reticulares que revestem o sistema de 

conduite. Assim, os linfócitos T poderiam sofrer apoptose uma vez que não conseguem chegar nos 

seus respectivos nichos devido a danos no sistema de conduite e redução de quimiocinas e seus 

receptores (81). Assim as células entrariam em processo de anergia seguida por apoptose 

influenciando na resposta imune mediada por células, no controle da carga parasitária e assim 

progressão da doença. 

A resposta imune mediada por células é fundamental na eliminação do parasita 

intracelular obrigatório Leishmania sp através da produção das citocinas IFN-γ e TNF-α que atuam 

na ativação microbicida de macrófagos que produzem NO e assim eliminam o parasita intracelular 

(128,308,309). No presente estudo investigamos a expressão de TNF-α e a expressão da enzima óxido 

nítrico sintase induzida (iNOS). Assim, não observamos diferença significativa na expressão de TNF-

α nas variáveis aplicadas no estudo. Porém, quando analisamos a expressão de iNOS, enzima 

produtora de NO, observamos que animais com polpa branca desorganizada apresentaram redução 

da expressão desta enzima quando comparados aos animais com polpa branca organizada. Assim, 

podemos inferir que a redução de iNOS acarreta na redução da expressão de NO, que é um dos 

principais componentes eficazes contra a L. (L.) infantum durante a resposta imune adaptativa e isso 

favoreceria o crescimento parasitário e persistência do mesmo no microambiente esplênico, afetando 

assim a homeostase do remodelamento da matriz extracelular esplênica. Para complementar este 
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resultado, observamos que animais com baixa carga parasitária e polpa branca desorganizada 

apresentaram redução na expressão desta enzima quando comparados ao grupo composto por animais 

com polpa branca organizada e baixa carga parasitária. A redução da expressão de iNOS pode 

favorecer o aumento da carga parasitária e progressão da doença. Este dado exemplifica o processo 

de imunossupressão que é frequentemente observado em cães com Leishmaniose visceral. Vale 

ressaltar que a redução da expressão desta enzima pode ser um fator associado a depleção de linfócitos 

T CD4+ e da expressão de CD40L+ que são importantes células e moléculas envolvidas na resposta 

imune adaptativa (277,308).  
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6.0 Conclusão 

 

A desorganização da polpa branca esplênica é uma alteração frequentemente encontrada 

em cães naturalmente infectados com Leishmania (L.) infantum mesmo quando a carga 

parasitária ainda é baixa. Esta alteração é acompanhada de redução dos nichos de células CD4+ 

e aumento da expressão de metalopeptidase-9 e moléculas de matriz extracelular como laminina 

e colágenos tipos I e III. Concluímos então que há um processo de remodelamento da matriz 

extracelular esplênica em cães infectados com Leishmania infantum. 

A redução dos nichos de células CD4+ não é devida a alterações na capacidade de 

proliferação e nem na capacidade de migração celular in vitro. No entanto, componentes do 

sistema de conduítes, como por exemplo fibroblastos reticulares ER-TR4+ e colágeno tipo I/III 

se mostraram alterados o que poderia comprometer a migração dos linfócitos in vivo para seus 

respectivos compartimentos na polpa branca. A cooperação celular ficaria comprometida, assim 

como a ativação de macrófagos e linfócitos, representados pela redução respectivamente de iNOS 

e CD40L. Haveria perda do controle da replicação parasitária e progressão da doença. 

Não somente o baço, mas também o timo pode ser afetado durante a LVC uma vez que 

parasitas foram identificados neste órgão linfoide, assim como alterações inflamatórias e danos 

teciduais. Nele, também há remodelamento na MEC caracterizado pelo aumento de fibronectina 

nos animais sintomáticos. É possível que estas alterações impactem nos processos de maturação 

de linfócitos T, e assim como em outros modelos de infecção, a liberação de linfócitos imaturos 

para a circulação sistêmica prejudiquem a resposta imune nos órgãos linfoides secundários. 
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Anexo 2- pro-cellular exhaustion Markers are Associated with Splenic 
Microarchitecture Disorganization and parasite Load in Dogs with Visceral 
Leishmaniasis 
 

Este artigo foi inserido na presente tese como artigo complementar à atuação da aluna durante seu período de 

doutorado.  

 

 

Na Leishmaniose visceral canina (CVL), a desorganização da polpa branca esplênica (SWP) 

foi associada à progressão da doença, redução da expressão de citocinas e quimiocinas e falha 

no controle da carga parasitária. Esse perfil é compatível com o esgotamento celular 

anteriormente demonstrado na Leishmaniose visceral humana. O presente estudo teve como 

objetivo avaliar a expressão in situ de marcadores de exaustão celular e sua relação com sinais 

clínicos, desorganização SWP e carga parasitária. Quarenta cães naturalmente infectados por 

Leishmania infantum foram agrupados de acordo com os níveis de organização SWP e carga 

parasitária. A desorganização do SWP foi associada a reduções na bainha linfática periarteriolar 

e folículos linfoides/mm2 e piora da doença. Células apoptóticas que expressam CTLA-4+ 

aumentaram em cães com SWP desorganizado e uma alta carga parasitária. No mesmo grupo, 

expressão dos genes PD-L1 e LAG-3 foram reduzidos. Um número maior de células B CD21+ 

TIM-3+ foi detectado em baços desorganizados do que em baços organizados. A apoptose está 

envolvida na redução da bainha linfática periarteriolar e na atrofia do folículo linfoide e está 

associada à redução das células CTLA-4+ no tecido esplênico de cães com Leishmaniose 

visceral (LV). Foi observada falha no controle da carga parasitária, sugerindo que a exaustão 

celular seguida de apoptose de células T e B desempenha um papel na imunossupressão 

observada em CVL. 
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in canine visceral leishmaniasis (cVL), splenic white pulp (SWp) disorganization has been associated with 
disease progression, reduced cytokine and chemokine expression and failure to control the parasite load. 
This profile is compatible with the cellular exhaustion previously shown in human visceral leishmaniasis. 
the present study aimed to evaluate the in situ expression of cellular exhaustion markers and their 
relation to clinical signs, SWp disorganization and parasite load. forty dogs naturally infected by 
Leishmania infantum were grouped according to levels of SWp organization and parasite load. SWp 
disorganization was associated with reductions in the periarteriolar lymphatic sheath and lymphoid 

follicles/mm2 and worsening of the disease. Apoptotic cells expressing CTLA-4+ increased in dogs with 
disorganized SWP and a high parasite load. In the same group, PD-L1 and LAG-3 gene expression 
were reduced. A higher number of CD21+TIM-3+ B cells was detected in disorganized spleens than in 
organized spleens. Apoptosis is involved in periarteriolar lymphatic sheath reduction and lymphoid follicle 

atrophy and is associated with CTLA-4+ cell reductions in the splenic tissue of dogs with visceral 
leishmaniasis (VL). failure to control the parasite load was observed, suggesting that cell exhaustion 
followed by t and B cell apoptosis plays a role in the immunosuppression observed in cVL. 

 
 

Zoonotic visceral leishmaniasis (ZVL) is a tropical and subtropical disease caused by Leishmania infantum, 
an intracellular protozoan that is transmitted to its vertebrate hosts by the blood feeding of female sand flies of 
the genera Phlebotomus and Lutzomyia. Dogs have been implicated as the main urban reservoir of L. infantum 
and source of infection for the vector Lutzomyia longipalpis, the known vector in South America. Infected 
dogs pres- ent high parasite loads in the skin and blood1 and are major targets for control measures. 
Furthermore, dogs are considered good models for understanding the immunopathogenesis of ZVL2. 

L. infantum infection affects several organs in dogs, and the spleen is an important target. Notably, disorgan- 
ization of the splenic white pulp (SWP) has been reported in naturally infected dogs3–7. However, little is known 
about the mechanisms triggering splenic disorganization or the influence of parasites or the immune response on 
this process. The maintenance of the splenic microarchitecture and areas of segregation in the spleen is important 
for the activation of effector lymphocytes and for the development of specific immune responses8,9. It has been 
generally demonstrated that the progression of an L. infantum infection to active disease is characterized by a 
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marked humoural response, depression of the cellular response against the parasite, and the emergence of clinical signs2. Recent studies have 
correlated the progression of disease with the disorganization of the splenic microar- chitecture3,10, leading to increased parasite load and 
reduced expression of cytokines, chemokines and chemokine receptors11, which is compatible with the cellular exhaustion profile. 
T cell exhaustion is defined by decreased effector function, sustained expression of inhibitory receptors and a transcriptional state 
distinct from that of functional effector or memory T cells12. Cellular exhaustion char- acterized by programmed death 1 (PD-1) 
expression was first described in viral infection13. PD-1 expression is induced by repeated antigenic stimulation in T and B 
lymphocytes, and this non-responsive state is termed exhaustion14. The ligand of PD-1, PD-L1, is constitutively expressed by B 
lymphocytes, T lymphocytes, mac- rophages and dendritic cells in the spleen14. Activation of PD-1 induces apoptosis and inhibits cell 
proliferation as well as cytokine production15. It was further demonstrated that exhaustion could be reversed in vivo and in vitro by the 
administration of antibodies specific to the ligand (PD-L1), leading to recovery of the proliferative capacity of CD8+ cells, secretion of 
cytokines, elimination of infected cells and reduction in the viral load13. The expression of PD-1 and cytotoxic T lymphocyte antigen 4 
(CTLA-4) by peripheral and splenic CD8+ cells has been demonstrated in human visceral leishmaniasis (VL)16 and in mice 
experimentally infected with Leishmania donovani, another Leishmania species that causes VL15–17. Administration of anti-CTLA-4 
blocking antibodies in vivo led to increased frequencies of IFN-γ- and IL-4-producing cells in the liver and spleen of the experimentally 
infected mice and accelerated the development of the hepatic granulomatous response associated with a reduc- tion in the parasite load17. 
The emergence of exhausted CD8+ cells was accompanied by a reduction in inflam- matory cytokine levels15. It has also been shown 
that receptor blockade does not influence IFN-γ production; however, in a murine experimental model, PD-L1 (B7-H1) blockade led to 
control of the parasite load even with unchanged induction of cytokine production15. In an evaluation of splenic cells from patients with 
VL, blocking the PD-1/PD-L1 or CTLA-4 pathways did not alter IFN-γ production or parasite survival in vitro16. We hypoth- esized that 
failures in mounting an effective immune response and in controlling the parasite load are associated with the disorganization of the SWP 
and cellular exhaustion in dogs presenting with VL. Thus, we evaluated the expression of the exhaustion markers PD-1, PD-L1, CTLA-
4, TIM-3 and LAG-3 in the spleen of dogs naturally infected with L. infantum and correlated the results with the clinical signs, 
organization of the SWP and parasite load observed in the animals. 

Results 
Associations among clinical score, parasite load and SWp disorganization in dogs naturally infected with L. infantum. 
In the present study, 40 dogs naturally infected with L. infantum were included. The six clinical signs most frequently observed in the 
dogs with ZVL were evaluated: onychogryphosis, kerato- conjunctivitis, dermatitis, body condition score, lymphadenomegaly and 
alopecia. Considering the intensity of the clinical signs, the animals were grouped into low (n = 13), medium (n = 13) and high clinical 
score (n = 14) groups. According to the degree of SWP organization and the parasite load, the dogs were grouped as follows: 1- 
organized SWP and low parasite load (OL; n = 10); 2- disorganized SWP and low parasite load (DL; n = 22); and 3- disorganized 
SWP and high parasite load (DH; n = 8). 
The disorganization of the SWP was characterized by a reduction in the number and loss of compartmen- talization of the lymphoid 
follicles, which were atrophied in the dogs with severe ZVL (Supplementary Fig. S1). Moreover, there was a reduction in cell number in 
the periarteriolar lymphatic sheath, an area composed of T lymphocytes. This histopathological sign was observed in most animals 
(30/40, 75%). Furthermore, this altera- tion was associated with disease progression since the dogs with disorganized SWP showed 
significantly higher clinical scores than those with organized SWP (Mann-Whitney p = 0.0235) (Supplementary Fig. S1E). 
 

Qualitative and quantitative analysis of the CD4+, CD8+ and CD21+ cells in the spleen of dogs naturally infected with 
L. infantum. CD4+, CD8+ and CD21+ cells were detected in the red and white pulps of the spleen by immunohistochemistry (Fig. 1A,D,G). 
Cellular quantification was performed in the red pulp, as it is a cell transition area and the site where parasitized macrophages are concentrated. It should be 
noted that follicle size may vary even in the same analysed field, and several animals did not present follicles in the splenic sections, justifying the 
use of the red pulp for these analyses. 
CD4+ and CD8+ cells were concentrated in the periarteriolar lymphoid sheath and homogeneously distrib- uted in the red pulp, whereas 
CD21+ cells were more concentrated in the lymphoid follicles. Lower numbers of CD4+ cells were observed in the DL animals than in the 
DH animals. In association with periarteriolar lymphoid sheath atrophy, these data suggested the retention of these cells in the red pulp 
(Fig. 1B,C). No differences were observed in the numbers of CD8+ and CD21+ cells among the OL, DL and DH groups (Fig. 1E,F,H,I). 
In addi- tion, there were no significant differences in the cellular profile when the OL, DL and DH groups were compared according to 
clinical score (Supplementary Fig. S2). 
 

Qualitative and quantitative analysis of cytokine expression (ifn-γ and IL-10) and cell prolifer- ation (Ki-67) in the 
spleen of dogs naturally infected with L. infantum. IFN-γ+, IL-10+ and Ki-67+ cells were detected in the spleen of naturally infected dogs 
(Fig. 2A,D,G). These cells were homogeneously distrib- uted in the splenic red pulp and were poorly identified in the white pulp. When the groups stratified 
according to SWP organization and parasite load were compared, no significant differences in the numbers of IFN-γ+, IL-10+ and Ki-67+ cells were 
observed (Supplementary Fig. S3). 
Further comparison of these three groups revealed no difference in the number of IFN- γ+ cells (Fig. 2B,C) or in the number of Ki-67+ 

cells (Fig. 2H–I). However, fewer IL-10+ cells were observed in the animals with the highest clinical score (Fig. 2E,F). 
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Figure 1. Identification of (A–C) CD4+, (D–F) CD8+, and (G–I) CD21+ cells by immunohistochemistry and quantitative 
analysis of the spleen of dogs naturally infected with L. infantum grouped according to the disorganization of the splenic white pulp and 
the parasite load: (B) percentage of CD4+ cells, (C) CD4+ cells/mm2, (E) percentage of CD8+ cells, (F) CD8+ cells/mm2, (H) 
percentage of CD21+ cells, and (I) CD21+ cells/mm2. Mann-Whitney test: (B) *p = 0.019; (C) *p = 0.0036, **p = 0.0383. 
Kruskal-Wallis test: 
(B) p = 0,031; (C) p = 0.021. 

 

Qualitative and quantitative analysis of TIM-3, CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2, and LAG-3 expression in the spleen 
of dogs naturally infected with L. infantum. TIM-3+ and CTLA-4+ cells were detected in the spleen of each naturally infected 
dog (Fig. 3A,D). These cells were more abundant in the splenic red pulp and were homogeneously distributed in this region. Animals in 
the OL and DL groups showed more CTLA-4+ cells than did those in the DH group (Fig. 3). We also observed that TIM-3 expression was 
high in all groups, and, although not significant, TIM-3+ cell numbers were higher in animals with disorganized SWP and those with high 
parasite loads than in the other animals (Fig. 3B,C). Furthermore, animals with more intense clinical scores presented higher numbers of 
TIM-3+ cells than did those with low clinical scores (Supplementary Fig. S4A,B). There were no differences between the clinical groups 
when comparing the numbers of CTLA-4+ cells (Supplementary Fig. S4C,D). 
PD-1+ and LAG-3+ cells could not be identified by immunohistochemistry in this study, perhaps due to the limited ability of this technique 
to analyse molecules with low expression. Therefore, the gene expression of these exhaustion markers plus PD-L1 and PD-L2 was assayed 
by qRT-PCR (Fig. 4). The expression of the four markers was reduced in the groups that presented greater disorganization and higher 
parasite load in the spleen; signif- icant differences were found for PD-L1 and LAG-3. In addition, PD-L1 expression was lower in the 
groups that presented low clinical scores than in the groups with intermediate or high clinical scores (Fig. 5). 
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Figure 2. Identification of (A–C) IFN-γ+, (D–F) IL-10+, and (G–I) Ki-67+ cells by immunohistochemistry and quantitative analysis 
of the spleen of dogs naturally infected with L. infantum grouped according to the clinical score: (B) percentage of IFN-γ+ cells, (C) IFN-
γ cells/mm2, (E) percentage of IL-10+ cells, (F) IL-10+ cells/mm2, 
(H) percentage of Ki-67+ cells and (I) Ki-67+ cells/mm2. Mann-Whitney test: (E) *p = 0.0409, **p = 0.0205. Kruskal-Wallis 
test: (E) p = 0.026. 
 

 

Quantitative analysis of CD4+ and CD8+ subpopulations expressing the exhaustion receptors TIM-3 and CTLA-4. 
Splenocytes were isolated from animals in the OL (n = 5; Media 8.2 × 106, min-max 2.8–14.0 × 106 cells/ml), DL (n = 5; Media 11.1 × 106, min-
max 2.5–21.5 × 106 cells/ml) and DH (n = 5; Media 
4.95 × 106, min-max 3.8–6.1 × 106 cells/ml) groups. 
We detected CD4+ and CD8+ cells expressing both exhaustion receptors (TIM-3 and CTLA-4) (Supplementary Fig. S5). 
Although we did not observe significant differences among the groups, the DL group presented the highest CD4+CTLA-4+ counts, 
similar to that observed for CTLA-4+ cells count in the red pulp by immunohistochemistry. 

Qualitative analysis of the B cells expressing the exhaustion marker TIM-3 (CD21+TIM-3+) in the spleen of dogs naturally 
infected with L. infantum. The number of TIM-3+ cells was similar between the dogs with disorganized SWP and those with organized SWP, 
despite periarteriolar lymphoid sheath atrophy and a reduction in the number of CD4+ cells. Histopathological analysis revealed similar distributions of B 
lym- phocytes in the OL, DL and DH groups. We questioned whether B cells could express TIM-3 in these dogs. Thus, double labelling was performed in 
situ using fluorescent antibodies. CD21+ B lymphocytes expressing the molecule TIM-3 were found (Fig. 6), and these cells were observed more frequently 
in the spleens with disorganized SWP. 

Quantitative and qualitative analysis of apoptotic cells in the spleen of dogs naturally infected with L. infantum. We 
observed fewer CTLA-4+ cells in the DH group than in the OL and DL groups. Acknowledging that the endpoint of cellular exhaustion is 
apoptosis, we hypothesized that these cells could be 
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Figure 3. Identification of (A–C) TIM-3+ and (D–F) CTLA-4+ cells by immunohistochemistry and quantitative analysis of 
exhausted cells in the spleen of dogs naturally infected with L. infantum grouped according to the disorganization of the splenic 
white pulp and the parasite load: (B) percentage of TIM-3+ cells, 
(C) TIM-3 cells/mm2, (E) percentage of CTLA-4+ cells, and (F) CTLA-4+ cells/mm2. Mann-Whitney test: 
(E) *p = 0.00160. Kruskal-Wallis test: (E) p = 0.021. 

 

dying, leading to atrophy of the periarteriolar lymphatic sheath. Therefore, apoptotic cells in the spleens were analysed (Fig. 7A–D), 
identified by TUNEL staining, and quantified in both red pulp and white pulp. We found that apoptotic cells were homogeneously 
distributed throughout the SWP and red pulp. 
Although apoptotic cells could be visualized in the OL, DL and DH groups, they were more frequently observed in the animals with 
a low parasite load (Fig. 7E). We also performed double labelling for CTLA-4 and apoptosis marker expression in dogs in all groups, and 
the highest number of CTLA-4+ cells undergoing apopto- sis was detected in the DH group (Fig. 8). 

Discussion 
In the present study, we evaluated the spleens of 40 dogs naturally infected with L. infantum. Markers for the exhaustion phenotype were 
quantified, and the association of marker expression with clinical evaluation, organ- ization of the SWP and parasite load were tested. The 
animals were grouped into low, medium and high clini- cal score groups. When these groups were compared, the number of IL-10+ cells 
was significantly lower in the animals with higher clinical scores (medium and high) than in the animals with low clinical scores. A 
previous study showed a reduction in the expression of IL-10 in animals with a high parasite load6. The reduction in IL-10 expression 
observed in the present study was associated with cellular exhaustion processes defined by the expres- sion of different markers, such as PD-
1, PD-L1, CTLA-4 and TIM-3. Interestingly, IL-10 has been related to VL progression in some studies9,18,19, while conversely, others have 
found no association20,21. In part, these conflicting results can be due to the model studied as well as the use of naturally infected animals, 
which prevents the verifi- cation of the time and evolution of the infection. 
A study based on the PD-1 receptor showed an association among the cellular exhaustion process, a reduction in proliferative capacity and a 
decline in cytokine levels in the peripheral blood of polysymptomatic animals22. In another study using a mouse model chronically infected 
with lymphocytic choriomeningitis virus, the immune exhaustion process manifested in the early stages of infection, followed by increased 
expression of the PD-1 sur- face molecule induced by the pathogen13. It has been demonstrated in mice infected with Plasmodium 
chabaudi, Plasmodium vinckei and Plasmodium berghei that as soon as 6 days after infection, CD4+ T cells start to express PD-1 and 
LAG-3, suggesting that the inhibition of immune responses via these receptors may occur immediately after the onset of T cell activation23. 
Although ZVL was already established in the dogs evaluated in the present study, results similar to those reported in the abovementioned 
works were observed: the dogs with organized spleens and low parasite loads expressed considerable numbers of PD-1, PD-L1, PD-
L2, CTLA-4 and LAG-3. Activation of PD-1 induces apoptosis and inhibits cell proliferation and cytokine production15. Nevertheless, in 
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Figure 4. Gene expression of exhaustion markers in the spleen of dogs naturally infected with L. infantum. Ex vivo analysis by qPCR 
of the mRNA levels in the spleen of dogs classified according to the parasite load and splenic disorganization. Gene expression values 
were normalized to those of the constitutive genes HPRT and GAPDH. ANOVA: (B) p = 0.01; (D) p = 0.01. Tukey’s test (*): (B) 
p < 0.05; (D) p < 0.05. 
 

 

the present study, PD-1+ and LAG-3+ cells was not detected in splenic tissue by immunohistochemistry, which could be explained by the 
low resolution of this technique. It is also possible that antigenic re-stimulation of these cells for several days may be needed to enable the 
detection of the PD-1 and LAG-3 receptors in situ. Previous studies that identified exhausted cells in dogs used flow cytometry and re-
stimulated the cells for a few days before using them in the analysis22,24,25. However, it has been shown that the expression of PD-L1 in 
canine oral melanoma, osteosarcoma, haemangiosarcoma, mast cell tumour, mammary adenocarcinoma and prostate ade- nocarcinoma 
can be identified by immunohistochemistry26. Human studies have reported a wide range of tissues that normally express PD-1 linker 
transcripts, with high levels of expression observed in the placenta, heart, lungs and liver and low levels of expression observed in the 
spleen, lymph nodes and thymus27–30. In this study, CTLA-4+ cells and the PD-1, PD-L1, PD-L2 and LAG-3 genes were expressed at 
lower levels in the groups with greater disorganization and higher parasite load in the spleen, with significant differences observed for 
CTLA- 4, PD-L1 and LAG-3. In a study of a BALB/C mouse model infected with L. donovani, the authors observed an increase in 
CTLA-4+ expression in the initial stages of infection, 24–48 hours after infection17. In the present study, we observed fewer CTLA-4+ 

cells and decreased gene expression of the other exhaustion markers in the animals with disorganized SWP and high parasite load, 
possibly as a consequence of cell apoptosis, as the apop- totic profile was detected across all groups. The number of apoptotic cells was higher 
in the group presenting a low parasite load and in the group exhibiting disorganized white pulp than in the other groups. The lowest number of 
apoptotic cells was observed in the animals with disorganized spleen microarchitecture and high parasite load, a result similar to that 
observed for CTLA-4+ cells and the mRNA expression of PD-1 and LAG-3. In addition, we observed that the majority of apoptotic cells 
in the spleen of dogs in the DH group were CTLA-4+. This finding corroborates the hypothesis that the lower number of exhausted cells 
observed in the DH group is due to cell death with the substantial reduction in cellularity leading to immunosuppression. In 
macrophages, the PD-1/ SHP2 signalling axis has been reported to negatively regulate the activation of AKT and that the H2O2-mediated 
induction of PD-1 expression contributes to apoptosis31. Currently, the involvement of CTLA-4 in the induction of apoptosis is not well 
defined. In a murine model, the binding of a monoclonal antibody (mAb) to the CTLA-4 receptor on the surface of activated T cells has 
been shown to induce apoptosis in a Fas-independent manner32. CTLA-4 can trigger apoptosis in CTLA-4-expressing tumour cells after 
the cells interact with soluble CD80 or CD86 recombinant ligands, and the induction of apoptosis occurs through a caspase-8-dependent 
mechanism33. In dogs infected with L. infantum, apoptosis has been observed in the lymph nodes and skin and is more fre- quently 
observed in organs with higher parasite loads34. The liver and spleen of infected dogs with L. infantum show a larger number of cells 
undergoing apoptosis (lymphocytes), suggesting that this process may contribute 
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Figure 5. Gene expression of exhaustion markers in the spleen of dogs naturally infected with L. infantum. Ex vivo analysis by qPCR 
of the mRNA levels in the spleen of dogs classified according to the clinical score. Gene expression values were normalized to those 
of the constitutive genes HPRT and GAPDH. ANOVA: 
(A) p < 0.022. (*) Mann-Whitney test: (B) p < 0.036. 

 

to the survival of Leishmania in these organs since lymphocytes undergoing apoptosis are not able to fight against parasites34. These results 
corroborate those of another study that observed apoptosis in T cells from the spleen and peripheral blood, suggesting that Leishmania 
parasites can induce apoptosis in T cells in association with a decrease in cell-mediated immunity35. Altogether, the data presented in this 
study suggest that apoptosis may be the mechanism involved in periarteriolar lymphatic sheath atrophy, lymphoid follicle atrophy, and the 
reduction in CD4+ and CTLA-4+ cell numbers. 
The reduction in the number of CD4+ cells in the red pulp of animals in the DL group and the increase in these cells in the red pulp of 
animals in the DH group have been discussed in our previous work7. The accumu- lation of CD4+ cells in the red pulp of animals in the 
DH group was associated with atrophy of the periarteriolar lymphatic sheath. This finding suggests that these cells present defects in 
homing to their specific compartments in the white pulp and thus accumulate in the red pulp, where they eventually undergo apoptosis. In 
other studies, similar numbers of CD4+ cells were found in healthy and infected dogs, showing no correlation with clinical sta- tus36, which 
it may be indicative of the large individual variability among the dogs37. This reduction in cellularity was also evidenced by the reduced 
numbers of cells isolated from the spleen in dogs in the DH group and by the detection of periarteriolar lymphatic sheath and lymphoid 
follicle atrophy. T lymphocytes were few in number or absent from the white pulp and could be found in red pulp, which represents most 
of the remaining tissue. However, the number of B lymphocytes and plasma cells increased and accumulated in this area38, which may 
contribute to the total number of apoptotic cells in the DL and DH groups. Finally, we also detected CD4+ and CD8+ cells expressing 
both TIM-3 and CTLA-4 exhaustion receptors. However, no significant differences were found among the groups. When analysing 
naturally infected dogs, a high degree of variability is inevitable, which can influence the results. However, the DL group presented the 
highest CD4+CTLA-4+ counts, similar to that observed for the CTLA-4+ cell count in the red pulp by immunohistochemistry. 
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Figure 6. Identification of CD21+ and TIM-3+ cells by immunofluorescence in the spleen of dogs naturally infected by L. 
infantum presenting organized (A–C) or disorganized (D–F) splenic white pulp. In (A,D) the presence of CD21+ cells/B 
lymphocytes (red PE) is shown. In (B,E) the presence of TIM-3+ cells (green FITC) is shown. In (C,F) overlapping images (red 
PE/green FITC/blue DAPI) are shown. Yellow arrows indicate CD21+ cells also expressing TIM-3+. Scale bar: 25 μm. 
 

 

Interestingly, despite lower quantities of T lymphocytes, as measured by periarteriolar lymphatic sheath atro- phy and the detection of 
apoptotic cells, we observed that the expression of TIM-3 was high in all groups. We hypothesized that exhaustion receptors are 
expressed on cells other than T lymphocytes—possibly B lympho- cytes, as B lymphocytes represent a frequently observed 
subpopulation in the spleen. To answer this question, we identified CD21+TIM3+ B cells in the spleen of infected dogs, suggesting that 
the cellular exhaustion process may also occur in B cells during the parasitism of dogs by L. infantum. Studies examining exhausted B 
lympho- cytes expressing TIM-4+ have already been performed in mice39, but the role of TIM-3 in leishmaniasis has not yet been 
clarified. In dogs infected by L. infantum, the association of SWP microarchitecture disruption with the accumulation of plasma cells in 
the spleen has been demonstrated. In addition, dogs with active infection and disorganization of the white pulp present more severe 
dysproteinaemia and an increased serum globulin fraction, which also correlates with the intensity of the accumulation of plasma cells40. 
Thus, IgG-producing cells are pre- dominantly responsible for the increase in plasma cell density in the spleen40. In addition, the expression 
levels of CXCL12, APRIL and BAFF, molecules associated with the localization and survival of plasma cells41, are elevated in the splenic 
tissue of animals with active infection and disorganization of the SWP40. Thus, it is reasonable to speculate that polyclonal activation of B 
cells contributed to diminished apoptotic cells in DH dogs. Plasmacytosis in secondary lymphoid organs has been proposed to be primarily 
responsible for the hypergammaglobulinae- mia associated with chronic inflammatory diseases42. Moreover, splenic plasmacytosis has 
been reported to be strongly associated with high serum globulin concentrations, a relative increase in the serum gamma globulin fraction 
and serum dysproteinaemia40. Serum protein electrophoresis has revealed that the hypergammaglobu- linemia presented by animals with 
infection and the disorganization of the SWP are clearly distributed polyclon- ally43. The role of PD-L1 in B cell function and 
experimentally induced chronic inflammatory responses in dogs has been demonstrated, and the presence of a novel and critical 
molecule for B cell regulation, the B10 regulator, has been shown to induce the expression of IgD during progressive VL44. Cells 
expressing B10 produce IL-10, which induces other B cells and T cells to produce IL-10 and suppresses IFN-γ through PD-L1/PD1. PD-
L1+ cell types were not characterized in the present study, although PD-L1 gene expression was detected. Despite these published data, 
the role of exhausted B cells in the immunopathogenesis of VL requires further clarification. 
Splenic disorganization caused by L. infantum infection and/or coinfections appears as rupture of the splenic microarchitecture, 
hindering the activation of lymphocytes and the immune response against antigens and thereby suppressing the immune response 
against Leishmania and other pathogens. Our data support the hypothesis that the alteration of the extracellular matrix of the spleen is 
related to the cellular exhaustion pro- cess and, consequently, to immunosuppression. This hypothesis may explain the development of 
clinical signs and the failure to control the parasite load in animals with SWP disorganization. We observed that most of the dogs 
presented disorganization of the microarchitecture of the SWP (N = 30, 73.2%). Additionally, we observed reductions in the size and 
number of lymphoid follicles, the number of cells in the periarteriolar lymphatic sheath, and the quantity of CD4+ lymphocytes in the red 
pulp. These results indicate that T and B lymphocytes may not migrate to their specific sites and/or are dying by apoptosis. According to 
the present data and the data reported 
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Figure 7. Identification of apoptotic cells by TUNEL staining of the spleen of dogs naturally infected by 
L. infantum presenting organized (A,B) or disorganized (C,D) splenic white pulp. Scale bar: 25 μm. (E) Quantitative analysis of 
apoptotic cells according to the disorganization of the splenic white pulp and the parasite load. 
 

 

by other authors35, the association between a high percentage of T cell apoptosis and structural disorganization of the SWP contributes to 
the inefficient cell-mediated immune response in dogs infected by L. infantum. The presence of apoptotic cells has also been reported, 
and naturally infected dogs have been demonstrated to exhibit a decreased total population of T lymphocytes and an increased percentage 
of apoptotic cells in the spleen and peripheral blood4. 
Our results indicate that T and B cell exhaustion occurs in the spleen of dogs naturally infected with L. infan- tum. To the best of our 
knowledge, this is the first description of the expression of CTLA-4, TIM-3 and LAG-3 in the spleen of naturally infected dogs. The 
high expression levels of these markers indicate that they should be 
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Figure 8. Identification of apoptotic CTLA-4+ cells by TUNEL staining of the spleen of dogs naturally infected by L. infantum 
presenting organized (A–C) or disorganized (D–F) splenic white pulp. Scale bar: 25 μm. 
Red arrows indicate isolated CTLA-4 expression. Green arrows indicate cells undergoing apoptosis without expressing CTLA-4. 
Yellow arrows indicate double labelling (CTLA-4+ + apoptosis). (G) Quantitative analysis of CTLA-4+ cells and apoptotic cells/mm2 

according to the disorganization of the splenic white pulp and the parasite load. ANOVA: p = 0.0263. Mann-Whitney test (*): (B) 
p = 0.0303. 
 

 

considered in approaches involving exhaustion process blockade, with immunomodulation of molecular path- ways as an alternative 
therapeutic strategy for dogs with ZVL. Ultimately, we demonstrated associations among cellular exhaustion, apoptosis, splenic 
disorganization, reduction in CD4+ lymphocyte numbers, failure to control the parasite load and the worsening of disease. 

Methods 
ethics statement. The animals included in this study were dogs naturally infected with L. infantum that were destined for 
euthanasia, as recommended by the policies of the Brazilian Ministry of Health. All dog owners provided formal written consent for 
study participation. The samples were collected during necrop- sies conducted by veterinarians from the Laboratório de Pesquisa 
Clínica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO-INI/FIOCRUZ). This study was approved by Comitê 
de Ética em Uso de Animais (CEUA-Fiocruz) under the licence LW-54/13 and conducted according to the Brazilian Law 11794/08 and 
Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL). 

Animals.   Forty dogs from Barra Mansa, Rio de Janeiro, Brazil, with a confirmed diagnosis of infection by 
L. infantum referred for compulsory euthanasia at the Evandro Chagas National Institute of Infectious Diseases (INI/FIOCRUZ) were 
evaluated. Euthanasia was performed by the veterinarians as follows: a) 1.0% (1.0 mL/kg) thiopental (Thiopentax®, Cristalia) was 
administered intravenously; and b) after the detection of the absence 
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of a corneal reflex, which was induced by deep anaesthesia, 10 mL of 19.1% potassium chloride (Isofarma) was administered 
intravenously. The biological samples were obtained (the spleen and peripheral blood) during nec- ropsy, and clinical data were scored 
prior to necropsy by two veterinarians. 

clinical evaluation of the animals. Clinical evaluation was performed by two veterinarians who assessed the 6 typical clinical signs 
of ZVL in dogs: dermatitis, onychogryphosis, conjunctivitis, loss of body condition, alopecia and lymphadenomegaly. Each clinical 
sign was evaluated on the following scale: 0 (absent), 1 (mild), 2 (moderate) and 3 (severe)20. The final classification was calculated as the 
sum of the points obtained; the animal could have a low clinical score (0 to 2 points), medium clinical score (3 to 6) or high clinical 
score (7 to 18). 

Histopathological analysis. Tissue fragments from the spleen were fixed in 10% formalin-buffered solu- tion (Merck, Darmstadt, 
Germany) and embedded in paraffin (Synth, Diadema, Brazil). Histological sections (5 μm thick) were affixed to microscopic slides 
and stained with haematoxylin and eosin (Leica Biosystems, Newcastle Upon Tyne, UK) for further analysis under an optical 
microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany). Organization of the splenic lymphoid tissue of the white pulp, marginal zone and red pulp was 
analysed as previ- ously described3. The white pulp was scored as follows: 1- organized with periarteriolar sheath, germinal centres, and 
distinct mantle and marginal zone. 2- Slightly disorganized, with some hyperplastic or hypoplastic change leading to the loss of definition 
of some regions of the white pulp. 3- Moderately disorganized, with evident white pulp, but the regions are barely individualized or indistinct. 
4- Intensely disorganized, with a follicular structure little distinguishable from the red pulp and the T cell area. Quantification of the number 
of lymphoid follicles per mm2 of tissue was also performed. The evaluation considered the presence or absence of follicles as well as the 
number of lymphoid follicles per field. 

extraction of DnA from splenic tissue. Total DNA was isolated from approximately 10 mg of spleen using the QIAmp DNA Mini 
Kit (Qiagen, Santa Clarita, USA), which included an early digestion with proteinase K (20 mg/mL) for 1 hour at 56 °C. The DNA was eluted 
in TE buffer and quantified with a NanoDrop spectro- photometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). 

Determination of the parasite load by qpcR. The parasite load in the spleen was estimated by real-time PCR as previously 
described6. HPRT primers (Supplementary Table 1) were used to normalize the canine DNA concentrations in each sample. To quantify 
the number of DNA copies pertaining to the parasites, the primers for ssrRNA (Supplementary Table S1) were used45 to amplify the 
gene encoding the ribosomal minor subunit RNA (ssrRNA, multi-copy gene). qPCR assays were performed with a Step One instrument 
(Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc., Foster City, USA) using Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Molecular 
Probes, Inc., Foster City, USA). Two microliters of the purified total DNA (100 ng) was added to a final PCR volume of 20 μl 
containing Power SYBR Green 1X and 300 nM of each primer for HPRT PCR assays or 500 nM of each primer for ssrRNA PCR assays. 
qPCR was performed with an activation step at 95 °C for 10 minutes, fol- lowed by 40 cycles of denaturation and annealing/extension (95 
°C for 15 seconds, 60 °C for 1 minute and 68 °C for 30 seconds). A standard curve was created for each target. All reactions were 
performed in duplicate for each target, and both targets were run on the same plate for the same sample. Peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs) from uninfected dogs and bulk cultures of L. infantum promastigotes (MCAN/BR/2007/CG-1) were quantified using 
a cell counter (Z1 COULTER COUNTER , Beckman Coulter, Fullerton, USA). Total DNA was extracted from 1.0 × 106 PBMCs and 
1.0 × 107 promastigotes. Standard curves for the HPRT and ssrRNA genes were prepared using 10-fold serial dilutions. The animals 
were grouped into high or low parasite load groups as previously described6. 

RNA extraction and quantification of the gene expression of exhaustion markers (PD-1, PD-L1, PD-L2 and LAG-3) by 
qRT-PCR. Total RNA was extracted from spleen tissue fragments using Trizol reagent (Invitrogen, Grand Island, NY), followed 
by final purification with an RNeasy kit (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol. RNA was quantified with a Nanodrop TM 
1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA), and 2 μg of RNA was treated with RNase-free DNase 
(Ambion, Grand Island, NY). cDNA synthesis was performed with a High Capacity cDNA Synthesis kit (Applied Biosystems), and a 
control for genomic DNA contamination was included. qPCR was performed using a Power SYBR Green Master Mix system (Applied 
Biosystems, Molecular Probes, Inc.) on a ViiA 7 instrument (Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc.). Reactions occurred in a 
final volume of 10 μl. Primer sequences and concentrations are shown in Supplementary Table S2. The thermal cycle consisted of an 
activation step at 95 °C for 10 minutes, followed by 45 cycles of denaturation at 95 °C for 15 seconds and annealing/extension at 60 °C 
for 1 minute. A dissociation curve (from 60 °C to 95 °C) was created for non-specific amplification evaluation. For the PD-1 and LAG-3 
sets, a reading step was added at 80 °C and 78 °C, respectively, shortly after the annealing/extension step. Normalized expression of the 
genes of interest was previously determined46, where HPRT and GAPDH6 were used as references. Efficiencies were determined 
experimentally with serial dilutions of dog cDNAs47. All reac- tions were performed in duplicate, and negative controls were 
included in all trials. 

immunohistochemistry. Tissue fragments from the spleen were frozen in TissueTek OCT resin (Sakura, Alphen aan den Rijn, The 
Netherlands). Spleen sections with a thickness of 5 μm were fixed with acetone P.A. (Merck) on silanized slides (Dako, Carpinteria, CA, 
USA). Then, the sections were hydrated in phosphate-buffered saline (PBS) for 10 minutes, followed by inhibition of endogenous 
peroxidase with a solution containing 3% hydrogen peroxide (Dako) for 1 minute at room temperature. The sections were washed twice 
in PBS for 5 min- utes each time. For the inhibition of non-specific binding, the sections were incubated in a solution contain- ing 
0.4% BSA for 20 minutes at room temperature. The excess blocking solution was discarded, and primary 
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antibodies for CD4+ (YKIX302.9), CD8+ (YCATE55.9), CD21+ (CA2.1D6) (Bio-Rad AbD Serotec, Hercules, USA), the cytokines 
IFN-γ (CC302) and IL-10 (CC318) (Bio-Rad AbD Serotec), the proliferation marker Ki-67 (SolA15) (eBioscience, San Diego, USA), 
and the exhaustion markers PD-1 (NAT105), LAG-3 (11E3), CTLA-4 (BNI3) and TIM-3 (polyclonal) (Abcam, Cambridge, UK) were 
added for 18 hours at 4 °C. Control of the reac- tion was accomplished by suppressing the primary antibody in at least one of the tissue 
sections. The slides were subsequently washed with PBS twice for 5 minutes each and then incubated with the appropriate biotinylated 
secondary antibody (Dako) for 25 minutes, followed by another 2 washes with PBS. The sections were incubated with streptavidin-
peroxidase (Genetex) for 25 minutes. After another 2 washes with PBS, the antigen-antibody reaction was detected with an AEC kit 
(Invitrogen, Carlsbad, USA). After visualization of the optical microscopy marking, the reaction was stopped with type II water, and the 
sections were counterstained with Meyer’s haema- toxylin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), followed by assembly in Faramount medium 
(Dako). Five slides per animal were evaluated under an optical microscope, and the levels of the lymphocyte markers CD4+, CD8+, and 
CD21+; cytokines; the proliferation marker Ki-67; and exhaustion markers were quantified in the splenic red pulp in alternating fields under 
40x magnification. The results were expressed as the percentage of positive cells and cells/mm2. Qualitative analyses were performed 
in both the red and white pulp. 

Immunofluorescence. The splenic tissue was cryosectioned at a thickness of 5 μm, and the sections were placed on silanized slides 
(Dako, Carpinteria, CA, USA) and fixed with acetone P.A. (Merck) for 10 minutes. For the inhibition of non-specific binding, the sections 
were incubated in a solution containing 0.4% BSA for 20 minutes at room temperature. The excess blocking solution was discarded, and 
the primary antibodies for the detection of CD21 (Bio-Rad AbD Serotec), CTLA-4 and TIM-3 (Abcam) were added for 18 hours at 4 °C. 
The reaction was revealed by a secondary anti-mouse IgG antibody conjugated to phycoerythrin (PE-red) and an anti-rabbit IgG anti- body 
conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC). The incubation with the secondary antibodies was performed in a dark room for 30 minutes at 
room temperature. The slides were assembled using Fluoromount-g medium con- taining DAPI (4′, 6-diamino-2-phenylindole) (Thermo 
Fisher Scientific), and the reaction was observed under a fluorescence microscope. The images were processed and overlaid with 
ImageJ software (NIH, USA). 

tunel. Silanized slides containing spleen sections were fixed in 10% paraformaldehyde in PBS for 15 minutes at room temperature. They 
were then washed twice in PBS for 5 minutes each. Cell permeabilization was performed with proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA, final concentration of 20 μg/mL) in 10 mM Tris/HCl pH 8.0 reconstituted (10 mg/mL) and diluted 1:500 in PBS. A volume of 100 
μl of proteinase K (20 μg/mL) was added to cover the section of tissue for 10 minutes at room temperature. The slides were washed in PBS, 
and the TUNEL rea- gent (DeadEnd Fluorometric TUNEL assay, Promega Co., USA) was added to the sections according to the man- 
ufacturer’s instructions. This reagent allows the detection of DNA fragmentation by labelling the terminal portions of nucleic acids. For the 
negative control, only the equilibration buffer was added. Incubation in a humid chamber was performed at 40 °C for 90 minutes. The slides 
were subsequently washed with PBS for 5 minutes under constant stirring, and after drying, they were mounted in Fluoromount-G with DAPI 
(Thermo Fisher Scientific, USA). The slides were analysed under a Zeiss fluorescence microscope, and the labelled apoptotic cells were 
quantified to their full extent in alternating fields under 40x magnification. The total number of DAPI-labelled cells was also quantified. 

flow cytometry. Splenocytes were isolated from splenic fragments 1 cm in diameter by mechanical dis- ruption, followed by 
Histopaque gradient (Sigma). Splenocytes were subsequently frozen in 90% FCS and 10% DMSO (Sigma) until use. Frozen splenocytes 
were thawed at 37 °C and washed in PBS/10% foetal bovine serum and quantified using a Neubauer chamber. Only samples with 60% 
cell recovery and 85% viability were evalu- ated. Each well was plated with 1 × 106 cells and then incubated for 15 minutes in blocking 
solution containing 5 mL of human serum per well. Thereafter, the anti-CD4 (YKIX302.9), anti-CD8 (YCATE55.9) (Bio-Rad AbD 
Serotec, USA), anti-CTLA-4 (BNI3) and anti-TIM-3 (polyclonal) (Abcam, United Kingdom) primary antibodies were incubated for 30 
minutes and subsequently washed with PBS and plate centrifuged. The secondary antibod- ies anti-rabbit FITC (eBioscience, San Diego, 
USA), anti-mouse Dylight 633 (ImmunoReagents, Raleigh, USA) and anti-mouse Dylight 488 (KPL, Gaithersburg, USA) and 
isotypes APC and FITC (eBioscence, USA) were added, followed by lavage and fixation. Data were acquired with a BD Canto II flow 
cytometer using BD software FACSDiva (BD Bioscience, USA). Automatic compensation was performed at the beginning of each 
experiment, and data were analysed using the FlowJo v10 program (TreeStar Software, USA). 

Statistical analysis. This study used a non-probabilistic sample, and for analysis purposes, the animals were divided into 3 groups 
according to their clinical signs: 1- low clinical score; 2- medium clinical score; and 3- high clinical score. For the analysis, the animals 
were also divided according to the organization of the splenic lym- phoid tissue and the parasite load: 1- organized/low load; 2- 
disorganized/low load; and 3- disorganized/high load. The non-parametric Mann-Whitney and Kruskal-Wallis tests for independent 
samples and the Spearman rank correlation test were performed using GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, 
USA). For gene expression analyses, ANOVA and Tukey tests were used. Values of P < 0.05 were considered sig- nificant. Data are 
represented by the median and interquartile range. 
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