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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 
 

Análise da resposta inflamatória em fígado de cães naturalmente infectados 
por Leishmania infantum: estudo comparativo com o baço 

 
LEONARDO ALEXANDE DE SOUZA RUIVO 

RESUMO 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR 
A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doença complexa e os sinais clínicos no cão se 
apresentam de forma muito semelhante aos que ocorrem em humanos. Entre os 
órgãos afetados pela LV o fígado e o baço aparentam ser afetados em diferentes 
tempos e com respostas imune e evolução clínica diferenciada. A via de sinalização 
da MAP4K4 está relacionada a mau prognóstico em diversas patologias além de ser 
responsável pela ativação, migração, proliferação e apoptose celular. Além disso, 
MAP4K4 está envolvida na produção de TNFα e dano tecidual. O presente trabalho 
tem como objetivo avaliar o escore clínico de cães naturalmente infectados com 
Leishmania infantum, a carga parasitária dos animais e a organização do baço 
correlacionando esses dados com o perfil inflamatório em fígado e baço de cães por 
meio da expressão gênica e proteica de MAP4K4 e TNFα e expressão gênica de IFNγ, 
IL-10, CXCL-8 e CCL-2, além de analisar a presença ou não de dano tecidual nesses 
tecidos por meio da observação de alterações histológicas e deposição de laminina e 
fibronectina em baço e fígado e das enzimas hepáticas séricas. Após a separação dos 
grupos entre as diferentes organizações do baço e a carga parasitária dos animais e 
pelo escore clínico, não identificamos diferenças entre os diversos marcadores 
quando separados pela carga parasitária tanto em baço quanto em fígado. MAP4K4 
e TNFα encontraram-se intimamente associadas a reações granulomatosas e a 
macrófagos hepáticos. Dano tecidual foi observado em baço e fígado através do 
aumento da deposição de fibronectina em animais com alto escore clínico. A 
expressão gênica de CXCL-8 se manteve relativamente constante em todos os grupos 
analisados e CCL-2 encontrou-se aumentada nos animais com baço desorganizado e 
alta carga (DAC) e em animais com médio escore clínico. Não foram observadas 
alterações, entre os grupos analisados, nas expressões de IFNγ e IL-10 em baço e 
fígado dos animais. Observamos que a expressão gênica de TNFα estava aumentada 
em animais DAC, no fígado, quando comparados a animais com baço organizado e 
baixa carga (OBC) e no baço de animais que apresentaram médio escore clínico 
quando com parados a animais com baixo e alto escore. Além disso, MAP4K4 teve 
sua expressão aumentada no fígado de animais com baixo escore clínico quando 
comparados a animais de alto escore, esse aumento também foi observado no baço 
de animais OBC e DAC quando comparados a animais com baço desorganizado e 
baixa carga (DBC). O aumento da expressão gênica de MAP4K4 nos estágios iniciais 
da doença e a sua relação com áreas de reação granulomatosa sugerem que esta via 
de sinalização pode estar relacionada com a exacerbação inespecífica da resposta 
imune e da injúria tecidual, porém sem impactar na carga parasitária. 
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Analysis of the inflammatory response in the liver of dogs naturally infected 
with Leishmania infantum: a comparative study with the spleen 

 
LEONARDO ALEXANDRE DE SOUZA RUIVO 

ABSTRACT 

PhD THESIS IN PARASITE BIOLOGY 
Visceral Leishmaniasis (VL) is a complex disease and the clinical signs in the dog 
appear very similar to those that occur in humans. Among the organs affected by VL, 
the liver and spleen appear to be affected at different times and with different immune 
responses and clinical evolution. The MAP4K4 signaling pathway is related to poor 
prognosis in several pathologies in addition to being responsible for cell activation, 
migration, proliferation and apoptosis. In addition, MAP4K4 is involved in the 
production of TNFα and tissue damage. The present work aims to evaluate the clinical 
score of dogs naturally infected with Leishmania infantum, the parasitic load of the 
animals and the organization of the spleen correlating these data with the inflammatory 
profile in the liver and spleen of dogs through the MAP4K4 gene and protein 
expression. and TNFα and gene expression of IFNγ, IL-10, CXCL-8 and CCL-2, in 
addition to analyzing the presence or absence of tissue damage in these tissues by 
observing histological changes and deposition of laminin and fibronectin in the spleen 
and liver and of serum liver enzymes. After separating the groups between the different 
spleen organizations and the parasitic load of the animals and the clinical score, we 
did not identify differences between the different markers when separated by the 
parasitic load in both the spleen and the liver. MAP4K4 and TNFα were found to be 
strongly associated with granulomatous reactions and hepatic macrophages. Tissue 
damage was observed in the spleen and liver by increasing the deposition of 
fibronectin in animals with a high clinical score. The gene expression of CXCL-8 
remained relatively constant in all groups analyzed and CCL-2 was found to be 
increased in animals with disorganized spleen and high load (DS-HG) and in animals 
with a medium clinical score. There were no changes, between the groups analyzed, 
in the expressions of IFNγ and IL-10 in the spleen and liver of the animals. We 
observed that the gene expression of TNFα was increased in DS-HG animals, in the 
liver, when compared to animals with organized spleen and low load (OR-LW) and in 
the spleen of animals that presented medium clinical score when compared to animals 
with low and high score. In addition, MAP4K4 had its expression increased in the liver 
of animals with low clinical score when compared to animals with high score, this 
increase was also observed in the spleen of animals OR-LW and DS-HG when 
compared to animals with disorganized spleen and low load (DS-LW). The increase in 
MAP4K4 gene expression in the early stages of the disease and its relationship with 
areas of granulomatous reaction suggest that this signaling pathway may be related to 
the non-specific exacerbation of the immune response and tissue injury, but without 
impacting the parasitic burden.
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1. REVISÃO DE LITERATURA  

 

2. Leishmaniose 

 

2.1. Leishmaniose canina e humana: evolução e histórico 

Embora os estudos de identificação e classificação das leishmanias tenham 

começado recentemente na história da humanidade, entre o final do século IX e o 

início do século X, não é surpresa supor que organismos ancestrais do gênero 

Leishmania sp. já circulassem pelo globo desde períodos pré-históricos (Steverding, 

2017). Formas promastigotas, paramastigotas e amastigotas de espécies “leishmania-

like” foram encontradas misturadas ao sangue de répteis localizado no aparelho bucal 

de flebótomos, conservados em âmbar, que datavam de mais de 100 milhões de anos 

(G. Poinar, 2004; G. J. Poinar & Poinar, 2004a; G. Poinar & Poinar, 2004b). A evolução 

das diferentes espécies desse parasito em paralelo com a evolução de hospedeiros 

invertebrados e vertebrados nos faz ter um panorama das dificuldades encontradas 

hoje para chegar à cura de uma doença causada por um patógeno com milênios de 

adaptação. 

Assim como agentes patogênicos têm evoluído e se adaptado às diferentes 

espécies, em especial ao ser humano, o cão também tem uma história evolutiva de 

aproximação e cooperação com hominídeos que remontam de milhares de anos 

(Price, 1984; Wang et al., 2013). Essa aproximação foi crucial para que, em 

determinado momento na linha do tempo, o cão se tornasse hospedeiro e/ou 

reservatório de doenças que acometem o ser humano moderno (Takashima & Day, 

2014). Embora a forma cutânea da leishmaniose já tivesse sido descrita pelos Persas 

em manuscritos do século X, a forma visceral que por muito tempo foi confundida com 

a malária, apenas foi descrita como uma nova doença no início do século XIX por 

William Twining, que publicou um artigo descrevendo pacientes apresentando 

caquexia, esplenomegalia e febre intermitente, em Bengal na Índia Gibson (1983; 

apud Steverding, 2017). 

A leishmaniose visceral foi chamada inicialmente de “febre de Burdwan” (Burdwan 

fever), por ocasião de uma epidemia de febre que ocorreu na cidade de Burdwan no 

estado de Bengal na Índia, no início da década de 1860, e também foi chamada de 
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Kala-Azar devido a descoloração da pele dos pacientes no decorrer da infecção. Em 

1900, após, quase um século depois dessas primeiras descrições, William Boog 

Leishman e Charles Donovan descreveram em um curto espaço de tempo entre 

publicações, formas ovoides encontradas em material post-mortem e em pacientes 

que apresentavam febre e esplenomegalia Gibson (1983; apud Steverding, 2017). A 

partir daí, não demorou muito para que formas semelhantes também fossem 

encontradas e descritas, o que ocorreu em 1908, pela primeira vez em cão (Nicolle & 

Comte, 1908). A doença foi denominada leishmaniose visceral, porque embora possa 

cursar com manifestações cutâneas em uma recidiva da doença, sendo também 

chamada de post- Kala-Azar, os principais órgãos afetados são o baço, o fígado e 

medula óssea (Kumar & Nylén, 2012; Mukhopadhyay et al., 2014) 

No Brasil, o primeiro caso de leishmaniose visceral (LV) somente foi reportado na 

década de 30. Embora as espécies causadoras da LV conhecidas até aquele 

momento fossem a Leishmania (Leishmania) donovani e 

Leishmania (Leishmania) infantum, a impossibilidade de reproduzir a infecção 

experimental em cão, já descrita no Velho Mundo, fez com o que os autores 

descrevessem um novo gênero na América Latina denominando-a 

Leishmania (Leishmania) chagasi (L. (L.) chagasi) (Silveira & Corbett, 2010; 

Steverding, 2017). Contudo, pouco tempo depois, outro grupo conseguiu reproduzir 

os experimentos de infecção em animais e por meio de observações chegaram à 

conclusão de que se tratava da mesma espécie já descrita: a Leishmania infantum 

(Silveira & Corbett, 2010; Steverding, 2017). Cerca de cinquenta anos se passaram 

até que com o auxílio de técnicas moleculares pôde-se confirmar que a espécie 

circulante na América do Sul se tratava, de fato, da L. infantum (Steverding, 2017). 

Hoje, no Velho Mundo, temos duas espécies de Leishmania identificadas como 

causadoras da LV, a forma mais grave da doença. Na Índia e África oriental, a espécie 

identificada é L. donovani, que é transmitida entre seres humanos. Em países 

europeus do Mediterrâneo, África e Ásia, ocorre a espécie L. infantum. No Novo 

Mundo, incluindo o Brasil, a espécie circulante é a L. infantum e apesar de maiores 

estudos serem necessários, o cão ainda é considerado o principal reservatório da 

doença (Dantas-torres, 2007; Melo et al., 2016). 
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2.2. Epidemiologia e (importância do cão no controle epidemiológico) 

Transmitida entre mamíferos por meio de um inseto vetor, da subfamília 

Phlebotominae, pertencentes a família Psychodidae, a leishmaniose possui diversas 

formas de manifestações clínicas: cutânea, muco-cutânea e visceral (Gramiccia & 

Gradoni, 2005; Shimabukuro & Galati, 2011). O ciclo de transmissão da LV pode 

ocorrer em ambientes silvestres onde os reservatórios são, principalmente, espécies 

de canídeos, marsupiais e pequenos roedores. Porém, é no ambiente doméstico, seja 

ele urbano ou rural, onde o maior número de casos da LV acontecem e, nesse 

contexto, o cão é considerado o principal animal reservatório (Cerqueira et al., 2014; 

Marcondes & Day, 2019; Ribeiro, Michalick, et al., 2018).  

Atualmente, as leishmanioses estão presentes em cerca de 98 países distribuídos 

nos 5 continentes, principalmente em países subdesenvolvidos, onde as políticas 

públicas de saúde são precárias (Marcondes & Day, 2019; Ribeiro, Michalick, et al., 

2018). Quando falamos mais especificamente da LV, é a segunda doença parasitária 

que mais causa mortes no mundo, sendo endêmica em 12 países. Entre 2001 e 2017 

foram registrados nas Américas 59.769 novos casos totais com média de 3.516 ao 

ano, sendo deste total cerca de 96% dos casos provenientes do Brasil, com mais de 

cinquenta mil mortes ao ano (Fígura 01) (Bi et al., 2018; OMS, 2019).  

 

 

Figura 01: Status da endemicidade da leishmaniose visceral humana no mundo (OMS, 2019) 

 



23 
 

Apesar de a OMS ter registrado uma diminuição do número de casos de LV, desde 

2010 ao redor do mundo, muitos países não possuem um sistema de notificações 

confiável, levando a supor que estes números possam estar aquém da realidade  (Bi 

et al., 2018). Até 2017, o Brasil tem registrado média superior à dos demais países da 

América Latina em números de casos de LV (Fígura 02). Embora diversas medidas 

de controle sejam sugeridas pela literatura como controle de vetores e eutanásia de 

cães positivos, nenhuma delas ainda se mostrou totalmente eficaz (Nunes et al., 2018; 

Werneck, 2014). 

 

Figura 02: Número de casos de leishmaniose visceral nos países da América do Sul com maior 

prevalência, 2001 -2017 (OMS, 2019) 

 

A histórica evolução do cão junto ao ser humano fez com que o cão passasse de 

instrumento de sobrevivência, auxiliando na caça e proteção, a animal de companhia, 

sendo considerado um membro da família nos dias atuais (Clutton-Brock & Flood, 

2001). Hoje, o cão é considerado o animal doméstico que obteve o maior sucesso em 

aproximação com o ser humano e esse estreitamento social trouxe consigo o 

aparecimento de patógenos que completam seu ciclo de vida em ambas as espécies 

(Clutton-Brock & Flood, 2001; Schirmer et al., 2013). Estima-se que até 2013 existiam 

aproximadamente 700 milhões de cães ao redor do mundo e destes, cerca de 75% 

estão em condições de vulnerabilidade. Só no Brasil, este número chega a quase 53 

milhões de cães, ficando em segundo lugar no ranking mundial segundo dados do 

IBGE (IBGE, 2013; Smith et al., 2019). 

Políticas públicas de controle populacional de cães têm como objetivo evitar, entre 

outros, acidentes de trânsito, ataques por mordidas e transmissão de zoonoses sendo 
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as mais comuns a raiva (Knobel et al., 2005) e a leishmaniose (Quinnell & Courtenay, 

2009). Infelizmente, apesar de as medidas de proteção contra o abandono e crueldade 

animal terem se intensificado, o número de cães abandonados vem crescendo a cada 

ano aumentando, assim, os riscos de transmissão de doenças entre espécies (Otranto 

et al., 2017). As manifestações clínicas da leishmaniose visceral em cães variam de 

indivíduo para indivíduo e mesmo cães clinicamente saudáveis são capazes de 

transmitir a doença para o inseto vetor (Ikeda-Garcia et al., 2010). As medidas 

tomadas até agora de controle populacional ou tratamentos usados sem um 

planejamento não têm sido suficientes para conter os surtos entre seres humanos e o 

número de casos de LV têm se mantido constante (Figura 02) (Cerqueira et al., 2014; 

Torres et al., 2019)  

Muito ainda tem se discutido sobre o papel do cão na manutenção do ciclo da 

leishmaniose urbana e peri-urbana. Alguns autores sugerem que o aparecimento de 

novos casos de leishmaniose visceral em cães é um indicativo de surto na população 

humana (Silva, 2007). Contudo, estudos apontam que mesmo o controle e eliminação 

de animais soropositivos não é capaz de manter uma baixa incidência da doença por 

muito tempo (Torres et al., 2019). As características de densidade populacional, 

fatores individuais, cepa do parasito, a alta susceptibilidade do cão e a sua grande 

capacidade de transmitir a doença torna o conhecimento dos mecanismos que 

envolvem a manutenção do ciclo da LV, envolvendo o ser humano, de grande 

importância.  

 

2.3. Ciclo biológico da Leishmania infantum 

Em organismos vertebrados a formação da resposta imune frente à infecção por 

Leishmania se dá de forma complexa e começa logo após a inoculação do agente 

infeccioso pelo inseto vetor. As formas infectantes da leishmaniose são denominadas 

promastigotas metacíclicas que, ao serem regurgitadas na pele, podem ser 

fagocitadas por células do sistema fagocítico mononuclear, se diferenciando na forma 

amastigota em seu interior. Ao ganharem a corrente sanguínea, preferencialmente no 

interior de células fagocitárias, as formas amastigotas podem se alojar em diversos 

órgãos do indivíduo tais como baço, fígado, medula óssea e linfonodos (Reis et al., 

2009; Sanchez et al., 2004). Mecanismos de evasão do parasito, ainda não muito bem 

esclarecidos, permitem que este sobreviva no interior de células do sistema fagocítico 
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mononuclear como macrófagos, podendo ser novamente ingeridos em um novo 

repasto sanguíneo (Figura 03) (Anversa et al., 2018). 

 

 

Figura 03: Ciclo biológico da Leishmania spp. em vertebrados e invertebrados – Adaptado 

(Anversa et al., 2018). 

 

2.4.  Imunopatogenia da leishmaniose 

O período de incubação em cães, pode ocorrer num intervalo de poucas semanas 

a vários meses para o aparecimento dos primeiros sintomas e outros podem manter-

se assintomáticos. Durante este período, mesmo cães assintomáticos podem 

transmitir o parasita a novos insetos que venham a se alimentar do seu sangue 

(Ribeiro et al., 2018). No ser humano, assim como no cão, o período de incubação e 

a gravidade da doença irão depender de diversos fatores, desde a cepa do parasito 

inoculado até genética e susceptibilidade do indivíduo e a resposta imune que será 

formada (Michalick et al., 2005). Os sinais clínicos podem variar de leves a graves e 

apesar de apresentarem sintomatologia semelhante e a leishmaniose visceral (LV) 

acometer  principalmente as vísceras no ser humano, o cão, frequentemente 

apresenta alterações de pele como descamação, alopecia, ceratoconjuntivite, 

onicogrifose além de lesões ulceradas (Moreira et al., 2018; Toepp & Petersen, 2020). 
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A principal resposta efetora contra protozoários é mediada por uma resposta 

celular, contudo, parasitos como a leishmania são capazes de evadir o sistema imune 

e sobreviver no interior de células como macrófagos, não sendo afetadas por seus 

mecanismos oxidativos para eliminação de patógenos (Gupta et al., 2013). Ainda, 

protozoários do gênero Leishmania spp. têm demonstrado habilidade de modificar a 

resposta imune, promovendo liberação de citocinas que favoreçam a sua 

permanência no organismo vertebrado (Kima & Soong, 2013). 

A dicotomia observada pela literatura entre respostas causadas pela infecção por 

Leishmania spp. tem sito muito bem documentada em modelos experimentais 

(Anversa et al., 2018). Camundongos BALB/c que são suscetíveis à infecção por 

Leishmania major, apresentam perfil de citocinas anti-inflamatórias como IL-4, TGFβ 

e IL-10 (perfil TH2), enquanto que linhagens de camundongos naturalmente 

resistentes apresentam um painel de citocinas pró-inflamatórias representadas 

principalmente pelas IL-2, IFNγ e TNFα (perfil TH1) (Rogers et al., 2002; Stanley & 

Engwerda, 2007). Por outro lado, a depender do modelo utilizado, ou mais 

especificamente na leishmaniose visceral canina, essa diferenciação de perfis 

imunológicos e curso clínico da doença parece não acontecer de forma tão simples 

(Alexander & Brombacher, 2012; Loría-Cervera & Andrade-Narváez, 2014). O baço 

de cães infectados com L. infantum não apresentaram diferenças entre animais 

sintomáticos e assintomáticos com relação aos níveis de TNFα (Michelin et al., 2011). 

Em outro estudo, no qual se analisou a expressão gênica de diversas citocinas, foi 

observado que aumento na carga parasitária estava associado com alta expressão de 

IL-10 e IFNγ, sugerindo que um equilíbrio na produção de citocinas pró e anti-

inflamatórias, talvez contribua para a progressão da doença em cães (Lage et al., 

2007). 

Ainda nos primeiros momentos da infecção por Leishmania spp., há uma expansão 

policlonal exacerbada e que leva a uma hipergamaglobulinemia inespecífica com 

ativação policlonal de células B, gerando um favorecimento da infecção com aumento 

da carga parasitária (Deak et al., 2011; Silva-Barrios et al., 2016). Tem-se observado 

que durante LV, cães assintomáticos apresentam uma baixa frequência ou até mesmo 

ausência de anticorpos enquanto que cães sintomáticos apresentam altos títulos de 

imunoglobulinas (Martínez-Moreno et al., 1995; Silva-Barrios et al., 2016). Deak et al. 

(2011) observaram que camundongos JhD BALB/c, deficientes na liberação de 



27 
 

imunoglobulinas do tipo IgM no soro, se mostraram resistentes à doença, no entanto, 

a reconstituição passiva de imunoglobulinas nestes animais os tornou novamente 

suscetíveis à infecção por L. infantum. 

Outros autores também observaram diferenças na evolução clínica da doença, 

dosando níveis de subclasses de imunoglobulinas. Em estudo composto por grupos 

de cães naturalmente e experimentalmente infectados, com e sem sintomatologia e 

tratados ou não com Antimoniato de Meglumina e Alopurinol ou somente Alopurinol, 

mostrou que os níveis de IgG total e IgG2 estavam aumentados em animais 

sintomáticos tanto nos grupos naturalmente quanto no grupo experimentalmente 

infectados e que os níveis de IgG1 foram variáveis durante o estudo (Solano-Gallego 

et al., 2001). Eles observaram ainda que, após o tratamento, os níveis de IgG total e 

IgG2 decaíram lentamente, enquanto que os níveis de IgG1 tiveram uma diminuição 

drástica e melhor resposta clínica, sugerindo ainda que IgG1 esteja relacionada com 

a doença e não IgG2 (Solano-Gallego et al., 2001). 

Ainda que alguns autores se valham da resposta imunológica clássica (TH1/TH2) 

para diferenciar resistência ou suscetibilidade à infecção entre animais assintomáticos 

e sintomáticos (Pinelli et al., 1994), nem sempre é o que tem sido observado pela 

literatura. Em estudo utilizando-se de amostras de baço e fígado de animais 

naturalmente infectados, foram observados maiores níveis de TGFβ e IL-10, 

moléculas pertencentes ao painel de citocinas do perfil TH2, em animais 

assintomáticos quando comparados com animais sintomáticos (Corrêa et al., 2007). 

Ainda, neste mesmo estudo, foi observado perfil de respostas diferentes (TH1/TH2) 

entre os órgãos estudados, indicando uma compartimentalização imunológica e que 

ambos perfis podem coexistir no mesmo indivíduo (Koutinas & Koutinas, 2014). A 

separação de perfis TH1/TH2 ou resistente/suscetível não ocorre da mesma forma 

entre leishmanioses (tegumentar/visceral) ou mesmo entre modelos 

(experimental/naturalmente infectados). Assim, os mecanismos que levam à cura ou 

a progressão da doença e o porquê de cães serem os principais reservatórios da 

doença precisam ser melhor elucidados. 

 

2.5. Quimiocinas CCL-2 e CXCL-8 

Citocinas quimiotáticas ou simplesmente quimiocinas do inglês chemokines 

(chemotactic + cytokines), são moléculas capazes de promover uma quimioatração 
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celular específica por meio de um gradiente de concentração (Mackay, 2001). 

Compreendem uma superfamília formada por aproximadamente 50 tipos de 

moléculas capazes de se ligar em 20 receptores conhecidos (Gangur et al., 2002; 

Mehrad et al., 2007). São proteínas relativamente pequenas (8 – 10 kDa) e têm sua 

nomenclatura baseada na proximidade dos resíduos de Cisteína (C) ao terminal amino 

(-NH2), sendo por isso divididas em quatro subfamílias: CXC, CC, C e C3XC (Gangur 

et al., 2002; Mackay, 2001). Até a sua descoberta, os fatores de atração conhecidos, 

promoviam quimioatração de uma ampla variedade de leucócitos (Gangur et al., 

2002). Hoje sabe-se que além da sua importância na formação da resposta imune, 

um desbalanço na resposta inflamatória, com maior expressão ou mesmo maior 

tempo de liberação de determinadas quimiocinas, podem ser responsáveis por mediar 

uma série de patologias, desde cardiovasculares (Sheikine & Hansson, 2004) a 

angiogênese e metástases em tumores (Chow & Luster, 2014). 

Durante a infecção natural na leishmaniose, é na pele onde a resposta imune se 

inicia e onde também aparecem as primeiras citocinas e quimiocinas que irão atrair 

tipos celulares e direcionar a resposta inflamatória para diferentes perfis, podendo a 

partir daí, definir o desfecho da infecção (Maran et al., 2016; Menezes-Souza et al., 

2012). Foi observado que a pele de cães naturalmente infectados com L. infantum e 

que evoluíram sintomaticamente apresentando caquexia, onicogrifose, 

ceratoconjuntivite e lesões cutâneas, também tinham aumento significativo de 

diversas quimiocinas estudadas e entre elas estavam a CXCL-8 (antiga IL-8) e a CCL-

2 (antiga MCP-1) (Gangur et al., 2002; Menezes-Souza et al., 2012).  

Descoberta na década de 80 e considerada a primeira quimiocina isolada da 

história, a molécula de CXCL-8 é conhecida por ser uma quimiocina de fase aguda, 

promovendo principalmente a atração de neutrófilos, monócitos e em menor grau 

linfócitos (Baggiolini, 2015; Gerszten et al., 2006; Menezes-Souza et al., 2012; 

Yoshimura, 2015). Apesar de necessária para a formação da resposta celular, a 

subfamília CXC de quimiocinas, quando aumentada ou persistente em processos 

crônicos, tem sido reportada como sinal de mau prognóstico em doenças inflamatórias 

e câncer (Bie et al., 2019; Ha et al., 2017; Mehrad et al., 2007). Esta subfamília pode 

ainda ser subdividida por meio da presença ou ausência de uma trinca de aminoácidos 

(ELR: ácido glutâmico – leucina – arginina) que, quando presentes, irão definir a sua 

função e especificidade em atrair neutrófilos (Mehrad et al., 2007).  
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Já a subfamília CC de quimiocinas foi primeiramente descrita como atratora de 

monócitos e macrófagos (Yung & Farber, 2013). O principal membro desta subfamília 

talvez seja a CCL-2. Sua ligação ao receptor CCR-2 atrai especificamente monócitos 

inflamatórios da corrente sanguínea para o órgão ou tecido que sofreu algum tipo de 

injúria (Yung & Farber, 2013). A molécula de CCL-2 tem, junto com a molécula de 

CXCL-8, um importante papel no controle da inflamação, proliferação e ativação 

celular além do remodelamento tecidual (Mackay, 2001; Yung & Farber, 2013). 

Contudo, aumentos nos níveis de CCL-2 e sua permanência no sítio de infecção em 

processos crônicos, podem causar injúria tecidual (Ziraldo et al., 2013). CCL-2 

também tem sido exaustivamente estudada durante a infecção por Leishmania spp. 

(Díaz et al., 2013; Oghumu et al., 2010; Teixeira et al., 2006).  

CXCL-8 e CCL-2 também têm sido reportadas por favorecer a infecção por 

L. infantum. Em estudo no qual se buscou associar o perfil inflamatório na pele de 

cães naturalmente infectados com L. infantum e o escore clínico dos animais, foi 

observado que cães com alta carga parasitária na pele e alto escore clínico também 

apresentaram alta expressão de CCL-2 e CXCL-8 (Menezes-Souza et al., 2012). Além 

disso, os autores notaram que a atração de monócitos e macrófagos promovida por 

estas quimiocinas não teve efeito protetivo como descrito em outros trabalhos 

(Bhattacharyya et al., 2002) e pareceu favorecer a permanência do parasito, sugerindo 

ainda que essas quimiocinas talvez atraiam células imaturas ou células inábeis em 

promover o controle parasitário (Menezes-Souza et al., 2012).  

Ainda que não tenham estudado especificamente quimiocinas, Van Zandbergen 

et al. (2004) observaram que neutrófilos, quando parasitados por L. major, tinham seu 

processo de apoptose retardado por até 48h. Esse retardo na eliminação dessas 

células foi descrito por não somente facilitar a sua fagocitose por macrófagos, que 

chegam tardiamente ao local de infecção, mas também por induzirem a formação de 

um perfil TH2 com liberação de TGFβ e favorecimento da infecção pelo parasito (van 

Zandbergen et al., 2004). Dados que compuseram a tese de doutorado da Dra. 

Amanda Cavalcanti, observou que o fígado de cães naturalmente infectados com 

L. infantum apresentaram alta expressão de CXCL-8 e CCL-2 em animais com alta 

carga parasitária (Cavalvanti et al, dados não publicados), mostrando que talvez essas 

duas quimiocinas tenham papel fundamental na formação da resposta imune bem 

como serem potenciais marcadores de prognóstico da doença. 
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2.6. Fígado e baço durante a infecção pela leishmaniose 

Desde o início do desenvolvimento embrionário, fígado e baço passam por 

transformações não apenas morfológicas, mas também funcionais (Dyce et al., 2010). 

Formado entre o 26° e 27° dias de gestação em cães e entre a 3ª e 4ª semana de 

gestação em humanos, o fígado passa de órgão hematopoiético durante os primeiros 

estágios fetais a maior glândula existente em vertebrados possuindo inúmeras 

funções que vão de digestivas e regulatórias até a biotransformação de drogas e 

toxinas (Diehl-Jones & Askin, 2002; Pieri et al., 2015). Além disso, o fígado possui 

uma imunologia própria albergando um grande número de macrófagos residentes 

denominados células de Kupffer, sendo capaz de induzir tolerância imunológica e, 

ainda assim, ser capaz de construir uma resposta imune eficiente contra micro-

organismos patogênicos (Gao, 2016; Horst et al., 2016). 

Assim como o fígado, o baço também é um órgão hematopoiético durante os 

primeiros estágios fetais para após, se tornar o maior órgão linfoide presente nos 

vertebrados (Stevens et al., 2000). Formado entre o 27º e o 28º dia em cães e durante 

a quinta semana de gestação em humanos, é neste órgão onde, durante a vida adulta 

de ambas as espécies, ocorre a eliminação de partículas estranhas provindas da 

circulação sistêmica, remoção de células vermelhas senescentes e outras em 

processo de apoptose (Roballo et al., 2019; Stevens et al., 2000; Tarantino et al., 

2013). Sua divisão anátomo-histológica começa após a entrada da artéria esplênica 

no hilum que se divide em diversos “braços” arteriolares. Esses ramos são rodeados 

por linfócitos T e B formando a polpa branca e a bainha periarteriolar (Tarantino et al., 

2013). A polpa vermelha compreende a maior parte do tecido esplênico e tem como 

principal função filtrar o sangue eliminando restos celulares, plaquetas, hemácias e 

imunocomplexos (Stevens et al., 2000). Durante processo infecciosos, é também no 

baço onde ocorre a maior parte da apresentação antigênica, ativação de células T e 

B e a maior produção de anticorpos, principalmente imunoglobulinas de fase aguda 

(IgM), sendo extremamente importante na formação da resposta imune primária 

(Stevens et al., 2000; Tarantino et al., 2013). 

Com esses papeis, não é estranho imaginar que tenham grande influência e 

protagonismo na eliminação de agentes patogênicos. Durante a leishmaniose visceral 

experimental em camundongos, baço e fígado apresentam diferentes mecanismos de 
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eliminação do parasito (Sanchez et al., 2004). Embora a LV atinja diversos órgãos, 

em modelo experimental, o fígado apresenta uma rápida resolução da doença, com 

mínimo ou nenhum dano tecidual, além de adquirir resistência a uma nova infecção 

(Stanley & Engwerda, 2007). Em contrapartida, o baço parece se tornar o foco da 

infecção, apresentando persistência do parasitismo com a progressão da doença, 

inabilidade na formação de granulomas eficazes em eliminar o parasito, além da perda 

de sua microarquitetura folicular, atrofia da polpa branca, perda dos folículos linfoides 

e divisão das zonas marginais além da ausência de divisão entre polpas branca e 

vermelha (Engwerda et al., 2002; Hermida et al., 2018; Stanley & Engwerda, 2007).  

Embora a infecção no fígado de camundongos pareça ocorrer de forma que tenha 

um início, um auge e caminhe para a resolução, em modelo de infecção natural, 

alguns aspectos da doença se apresentam de forma diferente (Loría-Cervera & 

Andrade-Narváez, 2014; Melo et al., 2008). Em cães infectados por L. infantum, o 

fígado parece não conseguir eliminar completamente o parasito, apresentando 

formação de granulomas e infiltrado inflamatório mesmo entre animais assintomáticos 

(Sant’Ana et al., 2007). O fígado é um órgão que está constantemente sendo exposto 

a diferentes estímulos externos provindos da circulação entérica (Robinson et al., 

2016). Por esse motivo, é de extrema importância identificar e manter tolerância a 

moléculas “estranhas”, porém inofensivas, e ao mesmo tempo manter vigilância contra 

organismos patogênicos e células malignas (Robinson et al., 2016). A alta capacidade 

do fígado em manter tolerância e eliminar moléculas menores localmente, evita uma 

excessiva ativação sistêmica do sistema imune (Robinson et al., 2016). Todavia, 

micro-organismos patogênicos, como a L. infantum, conseguem romper essa perfeita 

homeostase e, assim, alterações morfológicas e estruturais podem ocorrer (Melo et 

al., 2008; Melo et al., 2009). 

Melo et al. (2008) observaram que cães naturalmente infectados com L. infantum 

tinham formação de tecido fibroso intralobular em todos os animais estudados. Além 

disso, foi verificado que animais sintomáticos apresentavam maior deposição de 

colágeno e componentes da matriz extracelular como a fibronectina e a laminina do 

que animais assintomáticos e que o aumento na deposição de colágeno estava 

relacionado com a carga parasitária (Melo et al., 2008; Melo et al., 2009). A deposição 

de componentes da matriz extracelular e colágeno com formação de fibrose pode ser 

considerada como parte dos mecanismos normais de autorregeneração do fígado e 
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manutenção da homeostase, contudo, essas alterações podem se tornar relevantes 

em processos inflamatórios excessivos (Hag et al., 1994; Robinson et al., 2016). 

Enquanto o fígado, ainda que de forma ineficiente, conduz seus mecanismos de 

defesa no sentido de manter a homeostase de sua funcionalidade, o baço parece 

evoluir para uma piora progressiva no decorrer da LVC (Khadem et al., 2016; Melo et 

al., 2020). Diversos são os estudos que apontam o baço como o foco de infecção e 

permanência do parasito durante a LVC e que a perda de sua organização e estrutura 

estão relacionadas com a piora no quadro clínico (Cavalcanti et al., 2015; da Silva et 

al., 2018; Hermida et al., 2018). Com a progressão da doença, além da perda de sua 

microarquitetura já mencionada, o tecido esplênico também passa a expressar maior 

deposição de laminina, fibronectina e colágeno (Silva et al., 2018). Essa maior 

deposição de componentes da matriz extracelular foi relacionada à piora do quadro 

clínico e a uma maior carga parasitária (Silva et al., 2018). Os dados até aqui 

apresentados mostram que fígado e baço trabalham de forma orquestrada, porém 

nem sempre eficaz contra agentes externos. Um olhar mais atento ao que acontece 

em cada órgão pode nos ajudar a colocar mais uma peça nesse quebra-cabeça que 

é a leishmaniose visceral canina. 

 

2.7. As MAPquinases e a MAP4K4 

Proteínas-quinase ativadas por mitógenos (do inglês:  MAPK – Mitogen Activated 

Protein Kinase) são pertencentes a família Sterile20 (Ste20) de sinalização existentes 

em células eucariotas capazes de controlar uma grande diversidade de ações 

(Whitmarsh, 2007). Migração celular, proliferação, produção de citocinas e 

quimiocinas, podem ser ativados por meio de sinalização extracelular por estas 

moléculas (Morrison, 2012). Um estímulo extracelular pode desencadear uma cascata 

de sinalização que, de forma clássica, sinaliza através de MAP kinase kinase kinase 

(MAP3K) e subsequentemente ativa MAP2K. Essa cascata termina na fosforilação de 

um terminal proteico catalítico (treonina-tirosina) por meio dos quatro principais 

efetores dessa via de sinalização: Extracelular signal-Regulated Kinase (ERK), c-Jun 

N-terminal Kinase (JNK), p38 e Extracelular signal-Regulated Kinase 5 (ERK5) (Figura 

04) (Morrison, 2012; Whitmarsh, 2007). 
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Figura 04: Esquema de sinalização das MAPquinases (adaptado) (Morrison, 2012). 

 

Frequentemente, a ativação da MAP3K ocorre através de proteínas ligadas a GTP 

(trifosfato de guanosina), entretanto, em alguns casos, o início dessa ativação pode 

ser através de MAP kinase kinase kinase kinase (MAP4K4) (Chuang et al., 2016; 

Cuevas et al., 2007). MAP4K também faz parte de uma família homóloga à proteína 

sterile20 sinalizando através de um terminal catalítico serina/treonina (Chuang et al., 

2016). Existem seis subtipos de MAP4K (MAP4K1, MAP4K2, MAP4K3, MAP4K4, 

MAP4K5 e MAP4K6) e todos eles são supostos sinalizarem principalmente através de 

JNK (Chuang et al., 2016). Dentre os subtipos de MAP4K, a MAP4K4 foi reportada 

por ativar JNK especificamente através de TAK1 (Figura 05) (Chuang et al., 2016) 

estando envolvida em patologias metabólico-inflamatórias (Flach et al., 2019), 

cardiovasculares (Fiedler et al., 2019) e câncer (Liang et al., 2008). 
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Figura 05: Esquema de sinalização da MAP4K4 (adaptado) (Morrison, 2012). 

 

A formação da resposta imune depende de como e onde essas vias de sinalização 

serão ativadas. A indução de sinalização na membrana pode tomar caminhos 

diferentes a depender do órgão ou compartimento onde as células estão inseridas 

(Rao, 2015). Em doenças infecciosas como a leishmaniose, mecanismos de evasão 

do parasito podem inibir a sinalização das MAPquinases levando a um favorecimento 

da permanência do parasito no organismo hospedeiro (Gupta et al., 2013). Estudos 

mostraram que protozoários da ordem Kinetoplastida conseguem induzir 

silenciamento imunológico no interior de macrófagos, promovendo falhas nos 

mecanismos de fagocitose e de resposta ao IFNγ, além de inibir a expressão do gene 

iNOS por meio das subfamílias de MAPquinases (p38, ERK1/2 e JNK) (Gregory & 

Olivier, 2005).  

Citocinas e quimiocinas também podem ter a sua expressão alterada pela 

interferência na sinalização de MAPquinases durante a infecção por Leishmania spp. 

(Ha et al., 2017; Kar et al., 2010). Privé & Desconteaux (2000) observaram que 

macrófagos naïve derivados da medula óssea de camundongos e infectados com 

L. donovani foram capazes de bloquear parcialmente vias de sinalização MAPquinase 

dependente, como a p38 e a ERK1/2, bem como impediram a fosforilação de JNK 

(Privé & Descoteaux, 2000). Em outro estudo, pacientes com post kala-azar 

apresentaram menor população celular inflamatória e menor expressão de CXCL-8 

em lesões maculares quando comparado a pacientes com lesões nodulares (Singh et 
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al., 2018). Essa menor presença de células no local de lesão e menor expressão de 

CXCL-8 foi atribuída a menor ativação das MAPquinases por meio de p38 e ERK1/2 

(Singh et al., 2018).  

Até aqui, observamos que a literatura tem evidenciado que desbalanço ou 

exacerbação da resposta imune, durante a leishmaniose, pode impedir uma resposta 

mais eficiente e específica no controle da carga parasitária (Menezes-Souza et al., 

2012), lesão tecidual (Silva et al., 2018) e evolução clínica da doença (Solano-Gallego 

et al., 2001). Ainda, essa resposta pode ser diferente entre órgãos e não acontecer da 

mesma maneira entre espécies (Loría-Cervera & Andrade-Narváez, 2014; Sanchez et 

al., 2004). Os mecanismos que levam a essa regulação, com expressão de 

quimiocinas e citocinas são dependentes de estímulos e vias de sinalização como as 

MAPquinases (Morrison, 2012). A MAP4K4 é uma via específica que sinaliza 

preferencialmente através de JNK e sua ação em processos inflamatórios, 

metabólicos, cardiovasculares além de tumores é preditiva de mau prognóstico 

(Fiedler et al., 2019; Liang et al., 2008; Liu et al., 2011). Os dados recentes, não 

publicados, do nosso laboratório mostram aumento da expressão da MAP4K4, CXCL-

8 e CCL-2 relacionada a maior carga parasitária, e sugerem que esta via de 

sinalização pode estar sendo usada pelo parasito como mecanismo de evasão.  

O presente trabalho busca tentar entender e discutir o perfil encontrado dessas 

moléculas inflamatórias em fígado e baço de cães naturalmente infectados por 

L. infantum com perspectivas de sugerir novos estudos na busca de ferramentas que 

identifiquem o estadiamento da doença, bem como novas terapias que auxiliem no 

controle da carga parasitária e que possa reduzir a transmissibilidade entre o cão e o 

ser humano. 
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3. Hipótese 

Alteração na expressão de MAP4K4 pode interferir no perfil inflamatório e na 

expressão de quimiocinas como a CXCL-8 e CCL-2 presentes nas células do fígado 

e baço de cães infectados naturalmente com L. infantum, levando ao dano tecidual e 

interferindo no controle e/ou eliminação do parasito, permitindo a progressão da 

doença. 

 
4. OBJETIVO GERAL 

Avaliar a expressão de MAP4K4 em baço e fígado de cães naturalmente infectados 

com Leishmania infantum correlacionando com a resposta inflamatória, sinais clínicos 

e carga parasitária. 

 
4.1. Objetivos Específicos 

1. Classificar os animais quanto aos aspectos clínicos; 

2. Avaliar a carga parasitária tecidual; 

3. Classificar o tecido hepático de cães naturalmente infectados por 

Leishmania infantum em termos de números de granuloma e celularidade;  

4. Classificar o tecido esplênico de acordo com a sua organização estrutural; 

5. Avaliar o dano hepático através das enzimas alanina aminotransferase 

(ALT), fosfatase alcalina (FA) e gama glutamil transferase presentes no 

plasma dos cães infectados; 

6. Avaliar o dano ao tecido hepático e esplênico através da deposição de 

Laminina e Fibronectina; 

7. Avaliar a expressão de proteica de MAP4K4 e TNFα do fígado e de TNFα 

do baço; 

8. Avaliar o perfil de expressão gênica da MAP4K4, CXCL-8, CCL-2, TNFα, 

IFNγ e IL-10 em fígado e baço de cães naturalmente infectados por 

L. infantum. 

9. Relacionar os achados dos objetivos anteriores com o escore clínico dos 

animais, carga parasitária e a organização e carga parasitária do baço. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1. Amostras 

Amostras de conveniência de quarenta e um cães, onde não foi possível verificar 

informações a respeito de idade e tempo de infecção, provenientes da cidade de Barra 

Mansa, estado do Rio de Janeiro, entre os anos de 2013 e 2014, com diagnóstico 

confirmado de leishmaniose visceral através dos exames de DPP e Elisa e 

encaminhados para a eutanásia compulsória de acordo com as recomendações do 

Ministério da Saúde, no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (FIOCRUZ-

RJ) foram avaliados.  

 

5.2. Avaliação clínica dos cães e coleta de amostras 

A avaliação clínica foi realizada por dois médicos veterinários, considerando os 6 

sinais clínicos típicos da LVC: dermatite, onicogrifose, conjuntivite, emagrecimento, 

alopecia e linfadenopatia. Cada sinal clínico foi avaliado em uma escala variando de 

0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderado) a 3 (grave) pontos segundo (Quinnell et al., 2001). 

A classificação final foi dada pela soma dos pontos obtidos, podendo o animal ter 

baixo escore clínico (0 a 2 pontos), médio (3 a 6) e alto (7 a 18).  

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

centrifugação e armazenado a -20°C. A eutanásia foi realizada pelos médicos 

veterinários do Laboratório de Pesquisa Clínica em Dermatozoonoses em Animais 

Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO-INI-FIOCRUZ), utilizando 1,0 mL/kg de thiopental 

1,0% (Thiopentax®, Cristália) intravenoso (CFMV, 2013). Após a detecção de 

ausência de reflexo córneo, induzido por anestesia profunda, foram administrados 10 

mL de cloreto de potássio 19,1% (Isofarma) intravenoso. O material avaliado foi obtido 

durante a necropsia dos animais, momento em que foram coletadas as amostras do 

baço e sangue periférico, assim como os dados clínicos. 

Imediatamente após a eutanásia, fragmentos de baço e fígado foram coletados e 

armazenadas em solução tampão (10 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris HCl) para 

extração de DNA e em solução RNAlater® (Ambion, Applied Biosystems, Life 

Technologies Corporation) para extração de RNA, ambos transportados a 4 ºC e 

estocados a -70 ºC. 
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5.3. Aspectos éticos 

As amostras biológicas utilizadas neste estudo são oriundas de necropsias 

realizadas pelo Laboratório de Pesquisa Clínica em Dermatozoonoses em Animais 

Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO, INI, FIOCRUZ), local onde é feito o diagnóstico 

dos cães como leishmaniose visceral e encaminhamento para eutanásia. É lá onde 

também é feita a caracterização das leishmanias após a coleta das amostras. As 

amostras foram obtidas de necropsias, portanto, o presente estudo foi encaminhado 

para avaliação ética e, segundo orientação do Comitê de Ética em Uso de Animais da 

Fiocruz e de acordo com a lei brasileira 11794/08, não houve necessidade de licença 

(Anexos 11.2 a 11.4). 

 

5.4. Análise histopatológica 

Fragmentos teciduais de fígado e baço foram fixados em solução tamponada de 

formalina a 10% (Merck, Darmstadt, Alemanha) e inseridos em parafina (Synth, 

Diadema, Brasil). Cortes com 5 µm de espessura foram afixados em lâminas de 

microscopia e corados com hematoxilina e eosina (Leica Biosystems, Newcastle Upon 

Tyne, Reino Unido), para posterior análise em microscópio óptico (Zeiss, Oberkochen, 

Alemanha).  

Para a organização do tecido linfoide esplênico da polpa branca, zona marginal e 

polpa vermelha foram analisadas como descrito por Santana et al. (2008). Os 

parâmetros avaliados foram periesplenite (ausência, pouco, médio, intenso), presença 

de granulomas (ausência, pouco, médio, intenso) e grau de organização da polpa 

branca. Neste último caso, foi considerada organizada a polpa branca que apresentou 

bainha periarteriolar, centro germinativo, zona do manto e zona marginal distintos. 

Pouco desorganizada, aquela com alguma mudança hiperplásica ou hipoplásica 

levando a perda de definição de alguma das regiões da polpa branca. Moderadamente 

desorganizadas, aquelas com polpa branca evidente, porém suas regiões são pouco 

individualizadas ou indistintas. Intensa desorganização quando a estrutura folicular foi 

pouco distinguível da polpa vermelha e da área de células T.  

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

porta e no parênquima, presença ou ausência de colestase e congestão foram 
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avaliados em uma escala semiquantitativa atribuindo as condições: ausente, 1+, 2+, 

3+ e 4+. A avaliação dos granulomas considerou a presença ou ausência, e o número 

de granulomas por campo foi estimado contando-se o número de granulomas 

existentes em vinte campos diferentes em um aumento de 400X e a média do número 

total de granulomas foi dividida pela área corrigida em mm² (0,083583) da objetiva 

utilizada. O número de células totais formadoras do granuloma foi obtido pela média 

simples da contagem de células/granuloma para cada animal analisado.  

 

5.5. Imuno-histoquímica 

Visando analisar cortes de tecidos seriados para observação dos marcadores de 

interesse, a análise imuno-histoquímica foi feita através do método de imuno-

peroxidase. Para a realização desta metodologia, imediatamente após a coleta dos 

fragmentos de tecidos (baço e fígado) foram incluídos em carboximetilcelulose (Tissue 

Tek OCT Compound, Miles Inc., EUA) e armazenados em nitrogênio líquido até sua 

utilização. Cortes seriados de 5μm foram feitos em criostato (Reichert-Jung Cryocut 

1800, Alemanha) a –25 ºC e aderidos a lâminas silanizadas. Após secagem à 

temperatura ambiente, os cortes foram fixados com acetona durante 20 minutos e as 

lâminas armazenadas em freezer -20ºC até o momento do uso. Para a marcação, os 

cortes de tecidos foram hidratados por 10 minutos em PBS, posteriormente 

submetidos ao bloqueio da peroxidase endógena com peróxido de hidrogênio (H2O2) 

por 1 minuto. Após, foram lavados 2 vezes durante 5 minutos com PBS (pH 7,2-7,4) 

e os receptores Fc e possíveis ligações inespecíficas foram bloqueadas com albumina 

de soro bovino (Bovine Serum Albumine - Sigma-Aldrich / Missouri-EUA) a 0,4% por 

20 minutos. Em seguida, foram adicionados os anticorpos primários purificados 

(Tabela 01) durante 18 horas (overnight) em câmara úmida a temperatura de 4ºC. No 

dia seguinte a primeira incubação, os cortes foram lavados 2 vezes com PBS durante 

5 minutos cada e foram adicionados os anticorpos secundários ligados à biotina 

(Tabela 01) durante 30 minutos em câmara úmida. Seguiram-se 2 lavagens de 5 

minutos cada com PBS e então os cortes foram incubados com o revelador 

estreptoavidina-peroxidase (Amershan, United Kingdom) durante 30 minutos em 

câmara úmida. Após 2 lavagens com PBS durante 5 minutos, os cortes foram 

revelados com utilizando-se o kit AEC (Invitrogen, Carlsbad, USA). As lâminas foram 

colocadas em câmara escura para revelação acompanhada periodicamente ao 
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microscópio óptico. A fim de paralisar a revelação, as lâminas foram imersas em água 

tipo II e, em seguida, os cortes foram contra-corados com hematoxilina de Mayer 

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) durante 20 minutos e depois contrastados em água 

durante alguns minutos também com observação ao microscópio óptico. As lâminas 

foram secas e cobertas com meio de montagem aquoso Faramount (DAKO - California 

- USA) e sobrepostas por lamínula. Os cortes foram analisados ao microscópio óptico 

(Zeiss) e as quantificações de área marcada e número de células por milímetro 

quadrado (mm²) foram feitas utilizando-se software ImageJ 1.48 (NIH, EUA), sendo 

os resultados demonstrados como percentagem de área marcada.  

 

Tabela 01: Anticorpos utilizados para marcação dos alvos de interesse em imuno-histoquímica. 
 

Anticorpos Clone/Origem/Fornecedor Diluição 

MAP4K4 Policlonal/Rabbit/abcam 1/50 

TNFα Policlonal/Rabbit/abcam 1/100 

Fibronectina Policlonal/Rabbit/abcam 1/200 

Laminina Policlonal/Rabbit/abcam 1/200 

 

5.6. Imunofluorescência 

Amostras de tecido esplênico incluídos em carboximetilcelulose (Tissue Tek OCT 

Compound, Miles Inc., EUA) e armazenados em nitrogênio líquido até sua utilização 

foram criosseccionadas a 5 μm, e os fragmentos colocados em lâminas silanizadas 

(Dako, Carpinteria, CA, EUA) e fixados em lâmina com acetona P.A. (Merck) durante 

10 minutos para evitar que os cortes soltem das lâminas. Para o bloqueio das ligações 

inespecíficas os cortes foram incubados em solução contendo 0,4% BSA por 20 

minutos a temperatura ambiente. O excesso de solução de bloqueio foi descartado e 

foram adicionados os anticorpos primários para detecção dos marcadores de 

interesse (MAP4K4, TNF e Macrófago) por 18 horas à 4ºC. A reação foi revelada por 

anticorpos secundários anti-IgG de camundongo conjugado a ficoeritrina 

(PEvermelho) e anti-IgG de coelho conjugado ao isotiocianato de fluoresceína (FITC). 

A incubação com os anticorpos secundários foi feita em câmara escura por 30 minutos 

e temperatura ambiente. As lâminas foram montadas utilizando-se o meio 

Fluoromount-g contendo DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol) (Thermo Fisher Scientific). A 
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leitura da reação foi realizada em microscópio de fluorescência. As imagens foram 

processadas e sobrepostas em programa ImageJ (NIH, EUA). 

 

 

 

Tabela 02: Anticorpos utilizados para marcação dos alvos de interesse em imuno-
fluorescência. 
 

Anticorpos Clone/Origem/Fornecedor Diluição 

MAP4K4 Policlonal/Rabbit/abcam 1/50 

TNFα Policlonal/Rabbit/abcam 1/100 

Macrófago MAC387/mouse/AbD Serotec 1/200 

 

5.7. Análises bioquímicas das funções hepáticas 

As análises bioquímicas realizadas neste trabalho de Alanina Aminotransferase 

(ALT), Gamaglutamiltransferase (GGT) e Fosfatase Alcalina (FA) no soro dos animais, 

foram realizadas em laboratório de análises clínicas veterinário privado. 

 

5.8. Determinação da carga parasitária por qPCR 

A carga de parasitos foi estimada por PCR em tempo real em amostras de baço 

como descrito no ítem 6.2 e método como previamente descrito por Cavalcanti et al. 

(2015). Utilizaram-se iniciadores HPRT (Tabela 3) para normalizar as concentrações 

de DNA canino em cada amostra. Para quantificar o número de cópias do DNA 

referente aos parasitos, os iniciadores SSrRNA (Tabela 3) descritos por (Prina et al., 

2007) foram utilizados para amplificar o gene que codifica o RNA de subunidade 

menor ribossomal (ssrRNA, gene de múltiplas cópias no genoma). As reações de 

qPCR foram realizadas no equipamento Step One (Applied Biosystems, Molecular 

Probes, Inc., Foster City, EUA), utilizando o sistema de detecção Power Sybr Green 

Master Mix (Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc., Foster City, EUA). Adicionou-

se 2 μL do DNA total purificado (100 ng) a um volume final de reação de PCR de 20 

μL contendo Power Sybr Green 1X, 300 nM de cada iniciador para HPRT ou 500 nM 

para ensaios de PCR de ssrRNA. O qPCR foi realizado com uma etapa de ativação a 

95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturação e 

anelamento/extensão (95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto e 68°C 

durante 30 segundos). Realizou-se uma curva padrão para cada alvo específico. 
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Todas as reações foram realizadas em duplicata para cada alvo e ambos os alvos 

foram executados na mesma placa para a mesma amostra.  

As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de cães não infectados e 

culturas em massa de promastigotas de Leishmania infantum (MCAN/BR/2007/CG-1) 

foram determinadas utilizando um contador de células (Z1™ COULTER COUNTER®, 

Beckman Coulter, Fullerton, EUA). O DNA total foi extraído a partir de 1,0 x 106 células 

PBMC e 1,0 x 107 de promastigotas. As curvas padrão para os genes HPRT e ssrRNA 

foram preparadas utilizando diluições em série de 10 vezes de 10-² a 107 de DNA 

purificado total. Os animais foram agrupados como carga parasitária alta ou baixa 

como descrito por (Cavalcanti et al., 2015). Todas as leituras quantitativas e 

qualitativas de PCR do presente trabalho, foram realizadas em Plataforma 

Multiusuário localizadas no Institudo Oswaldo Cruz - Manguinhos - Pavilhão Leônidas 

Deane / Hélio e Peggy Pereira. 

 

Tabela 03: Genes alvos e respectivas sequências utilizados na quantificação da carga 
parasitária. S, senso; AS, anti-senso. 
 

Gene alvo Nº de acesso ou 
referência 

 Sequência 5’-3’ Tamanho em 
pares de base 

HPRT alvo 

canino NW_003726126.1 
S AAAACAATGCAGACTTTGCT 58 

AS CCTTGACCATCTTTGGATTA  

SsrRNA alvo 

parasita 

5.9. Leishmania (L) 

infantum 

Prina et al. 2007 

S TACTGGGGCGTCAGAG 153 

AS GGGTGTCATCGTTTGC  

 

5.10. Extração do RNA e quantificação de MAP4K4 e citocinas em baço e 

fígado por qRT-PCR 

O RNA total foi extraído de fragmentos teciduais de fígado e baço pelo método 

Trizol® (Invitrogen, Grand Island, NY) e RNeasy kit (Qiagen), de acordo com protocolo 

dos fabricantes. O RNA foi quantificado por espectrofotometria em Nanodrop TM 1000 

(Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, EUA) e 2 g de RNA foram tratados com 

RNAse-free DNase® (Ambion, Grand Island, NY). A síntese do DNA complementar 

(cDNA) foi realizada com High Capacity cDNA Syntesis kit (Applied Biosystems). As 

reações de qPCR foram realizadas utilizando o sistema Power Sybr Green Master 

MIX® (Applied Biosystems, Molecular Probes, Inc) no equipamento ViiA 7 (Applied 

Biosystems, Molecular Probes, Inc). Foram preparadas reações com volume final de 
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10 µL contendo iniciadores (Tabela 4), 5 µL de SYBR 2X e 1µL de cDNA. O ciclo 

térmico consistiu em uma etapa de ativação a 95°/10 min, seguida de 45 ciclos de 

desnaturação a 95°C/15 s e anelamento/extensão a 60°C/1 min. Uma curva de 

dissociação (95°C/15 seg, 60°C/1 min e 95°C/15 s) foi realizada para avaliação de 

amplificação inespecífica. Para os alvos MAP4K4 e CXCL-8 uma etapa de leitura foi 

adicionada a 78ºC e 79ºC, respectivamente, logo após a etapa de 

anelamento/extensão. A quantificação relativa dos genes de interesse foi determinada 

pelo método do ddCT (Hellemans et al., 2008; Pfaffl, 2001), onde HPRT e GAPDH 

(Cavalcanti et al., 2015) foram utilizados como referências. As eficiências foram 

determinadas experimentalmente por diluições seriais de cDNAs de cão. Todas as 

reações foram realizadas em duplicata e controles negativos foram incluídos em todos 

os ensaios. 

 

Tabela 04: Genes alvos e desenho dos iniciadores para cDNA. S, senso; AS. 
 

Gene alvo Nº de acesso ou 
referência 

 Sequência 5’-3’ Tamanho em 
pares de base 

HPRT alvo 

canino NW_003726126.1 
S AAAACAATGCAGACTTTGCT 58 

AS CCTTGACCATCTTTGGATTA  

GAPDG alvo 

canino XM_003434387.2 
S ATGCCCAACATTGGTTATGG 103 

AS CTCTTTCCACGATGGCTTTG  

CXCL-8 alvo 

canino AF048717 

S ACACTCCACACCTTTCCATi 116 

 AS GGCACACCTCATTTCCATTG  

CCL-2 alvo 

canino NM_001003297.1 

S AGCAAGTGTCCCAAAGAAGC 122 

 AS TGGGTTTGGCTTTTCTTGTC  

MAP4K4 alvo 

canino XM_003431519.2 

S TGAACGCAATGACAAGGTC 94 

 AS GCTCAGAAGAGAAGTCCTGC  

TNFα alvo 

canino NM_001003244.4 

S CAAATGGCCTCCAACTAATCA 100 

 AS TCGGGGTTTGCTACAACAT  

IFNγ alvo 

canino NM_001003174.1 

S CCAGATCATTCAAAGGAGCA 116 

 AS CGTTCACAGGAATTTGAATCAG  

IL-10 alvo 

canino 
NM_001003077.1 

S GAGAGAAGCTCAAGACCCTCAG 118 
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 AS TGGAGCTTACTAAATGCGCTCT  

 

Todas as leituras quantitativas e qualitativas de PCR do presente trabalho, foram 

realizadas em Plataforma Multiusuário localizadas no Institudo Oswaldo Cruz - 

Manguinhos - Pavilhão Leônidas Deane / Hélio e Peggy Pereira. 

 

5.11. Análise Estatística 

O estudo utilizou amostras de conveniência, e para efeito de análise, os animais 

foram divididos em 3 grupos de acordo com os sinais clínicos: 1- baixo escore clínico; 

2- médio escore clínico; 3- alto escore clínico. Também foi considerada para a análise, 

a organização do tecido linfoide esplênico e a carga parasitária: 1- organizado/baixa 

carga; 2- desorganizado/baixa carga; 3- desorganizado/alta carga. Foram utilizados 

os testes não paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal Wallis para amostras 

independentes e o teste de correlação de postos de Spearman utilizando o programa 

GraphPadPrism version 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Para a 

análise de expressão gênica foram utilizados os testes de ANOVA, Tukey e Mann 

Whitney para 2 grupos. Valores de P<0,05 foram considerados significativos. Os 

dados foram representados por mediana e intervalo interquartil.  



45 
 

 

6. Resultados 

 

6.1. Avaliação dos animais segundo o escore clínico 

No presente trabalho, 41 animais foram diagnosticados com leishmaniose visceral 

canina (LVC). Os principais sinais clínicos encontrados foram a onicogrifose (79,4%), 

dermatite (67,6%), perda de peso (41,2%), alopecia (38,2%), linfadenopatia (23,5%) 

e ceratoconjuntivite (23,5%) (Figura 06). Os animais foram classificados em 3 grupos 

com base no escore clínico: 1 – baixo escore (N = 13, 31,7%); 2 – médio escore (N = 

15; 36,6%); 3 – alto escore clínico (N = 13, 31,7%). 

0 20 40 60 80 100

Onicogrifose

Dermatite
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Figura 06: Percentual de sinais clínicos de cães infectados naturalmente com Leishmania 
infantum. 41 animais foram incluídos neste estudo. Ceratoconjuntivite: 23,5%; Linfadenopatia: .23,6%; 
Alopecia: 38,2%; Perda de peso: 41,2%; Dermatite: 67,6%; Onicogrifose: 79,4. 

 

6.2. Separação dos grupos entre órgãos pela carga parasitária 

 Neste estudo, avaliamos cães naturalmente infectados com L. infantum, e por 

esse motivo não temos conhecimento sobre o tempo de infecção de cada animal. 

Assim, os animais foram agrupados de diferentes maneiras para que pudéssemos 

responder aos nossos questionamentos. Sendo assim, primeiro observamos a carga 

parasitária e separamos os grupos entre alta carga (High) e baixa carga (Low). Para 

a separação dos grupos em função da carga, um limite de detecção foi estabelecido 

para cada gene alvo de acordo com o background dos ciclos iniciais (6 a 15) em todas 

as reações válidas. Os valores médios do ciclo de corte (cycle threshold, Ct) foram 
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determinados por duplicatas técnicas. Os valores de Ct foram plotados em função das 

diluições (log10) e as curvas padrão para cada alvo determinadas por regressão linear, 

com os coeficientes de determinação (R2) usados como controle de qualidade. Em 

seguida, as curvas padrão do gene ssrRNA foram utilizadas para estimar o número 

total de parasitas na amostra e o gene HPRT usado para normalização do número de 

células caninas. Assim, foi possível obter o número de parasitas por 1,0 x 106 células. 

A baixa carga parasitária variou entre 147,91 e 3,09 x 105 no fígado e no baço entre 

145,47 e 2,34 x 105 e a alta carga variou entre 3,93 x 105 e 7,66 x 106 no fígado e 5,98 

x 105 e 2,03 x 107 no baço (Figura 6A e B). A distribuição entre animais que pertenciam 

a mesma classe/faixa de carga parasitária foi heterogênea em ambos os órgãos. A 

curva gaussiana indica a densidade de massa ou de parasitos dentro daquele grupo 

e o cruzamento das curvas indica o ponto de corte para separação entre baixa e alta 

carga parasitária (Figura 7A e B).  
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Figura 07: Quantificação da carga parasitária em amostras de fígado e baço de cães 

naturalmente infectados com Leishmania infantum. A quantificação foi realizada utilizando PCR em 

tempo real com primers específicos para sequência de DNA da menor subunidade ribossomal 

(ssrRNA). O gene constitutivo canino HPRT foi utilizado para normalizar as concentrações iniciais de 

cada amostra. A e B. Histograma de barras representando as classes de animais que pertenciam a 

uma mesma faixa de carga parasitária e curva normal da densidade de L. infantum de animais 

classificados como baixa carga (Low, n = 29 para o fígado e n = 32 para o baço) linha azul e animais 

classificados como alta carga (High, n = 12 para o fígado e n = 9 para o baço) linha vermelha. Tabelas 

indicam mínimo, máximo e média de parasitos por 106 células caninas.  

A 

B 
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 Embora alguns animais tenham apresentado concordância de cargas em 

ambos os órgãos (Low/Low – High/High), dentro do nosso grupo de estudo 

observamos que houve diferença entre as cargas parasitárias de fígado e baço do 

mesmo animal, (Figura 8A). A maior parte dos animais apresentou baixa carga 

parasitária em ambos os órgãos (n=22), dezessete animais apresentaram cargas 

parasitárias discordantes entre baço e fígado e apenas dois animais apresentaram 

alta carga parasitária em ambos os órgãos. Por este motivo, este grupo contendo 

apenas dois animais foi retirado das análises futuras, já que um número de dois 

animais não nos retornaria resultados confiáveis (Figura 8B). 
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Figura 08: Carga molecular parasitária do fígado e do baço de cães infectados naturalmente com 

Leishmania infantum. PCR em tempo real do gene ssrRNA de Leishmania sp. A. Pontos ligando 

diferenças de carga parasitárias entre fígado e baço no indivíduo. B. Pontos ligando diferenças de carga 

parasitárias entre fígado e baço no indivíduo, separados por grupo de evolução clínica. Concentração 

inicial de DNA normalizada pelo gene HPRT. (****) p < 0,0001. Teste de Wilcoxon. 

 

Não houve associação estatisticamente significativa entre as cargas parasitárias 

do fígado quando comparadas com o baço (Figura 9A) e entre os diferentes escores 

clínicos (Figura 9B). Por outro lado, ao comparar a carga parasitária de ambos os 

órgãos de acordo com a organização da polpa branca esplênica, observamos que 

B 

High/Low - Fígado 

High/Low - Baço 
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animais que apresentaram o baço desorganizado e com baixa carga tiveram maior 

parasitismo no fígado e que animais com o baço desorganizado e com alta carga 

tiveram maior parasitismo no baço. Assim, tomando como base os dados até agora 

expostos, nossos grupos para as demais análises dos dados de fígado serão divididos 

entre grupos de organização e carga parasitária do baço, além do escore clínico. As 

análises separando os grupos por carga parasitária do fígado e do baço foram todas 

realizadas e encontram-se nas figuras suplementares. 

 

 

Figura 09: Carga molecular parasitária do fígado e do baço de cães infectados naturalmente com 

Leishmania infantum. A. Carga parasitária em fígado e baço, número de cópias do parasito (Log10) 

em 106 células. B. Classificação da carga parasitária de acordo com a classificação clínica. C. 

Classificação da carga parasitária do fígado e do baço de acordo com a organização do baço. (**) p < 

0,01 e (*) p < 0,05. ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para comparações múltiplas. Teste 

Mann-Whitney para 2 grupos. 

 

A 

B 
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6.3. Análise histopatológica e classificação dos granulomas hepáticos e 

organização esplênica por microscopia óptica. 

A histologia do fígado e baço dos animais foi realizada através de cortes de tecido 

parafinizados corados com hematoxilina e eosina. A análise dos cortes de baço 

mostrou que 24,4% dos animais possuíam polpa branca esplênica organizada com 

distinta bainha linfocitária periarteriolar, centro germinativo, zona de manto e zona 

marginal (Figura 10A). Mais da metade dos animais (75,6%), apresentou algum grau 

de desorganização podendo variar de leve a intensa desorganização da polpa branca 

com diminuição da definição das suas regiões (Figura 10B-C). 

 

 

Figura 10: Fotomicrografias mostrando cortes histológicos de baço de cães naturalmente 

infectados por L. infantum mostrando diferentes níveis de desorganização da polpa branca. A. 

Polpa branca organizada de animal com baixa carga parasitária apresentando áreas bem delimitadas: 

PV: Polpa vermelha; ZM: Zona marginal; FL: Folículo linfóide; AC: Arteríola central.; B. Polpa branca 

desorganizada de animal com baixa carga parasitária; C. Polpa branca desorganizada de animal com 

alta carga parasitária. A-C. Aumento 200X; C. Imagens representativas. 

 

A observação dos cortes histológicos corados por HE do fígado, revelou presença 

de granulomas nos fígados dos animais em diferentes níveis de organização (Figura 

11A-C),  

 

Figura 11: Fotomicrografias mostrando cortes histológicos de fígados de cães naturalmente 

infectados por L. infantum mostrando granulomas maduros e bem formados. A e B. Fotos 
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representativas de granulomas em tecido hepático em aumento 400X; C. Foto representativa que de 

granuloma em tecido hepático em aumento 1000X. Imagens representativas. 

 

Ainda, foi possível observar alterações histológicas como infiltrado inflamatório 

periportal (56,09% dos animais) (Figura 12A) além de infiltrado inflamatório 

perivascular (48,7% dos animais) (Figura 12B), ambos com intensa presença de 

células mononucleares ao redor. A degeneração vacuolar estava presente em 63,4% 

dos animais, bem como congestão em 21,9% do total de animais (Figura 12C-D). 

Deposição de colágeno foi observada de focal a difusa através da coloração de 

vermelho de Picrosírius e estava aumentada com 3+ em três (7,31%) dos quarenta e 

um animais analisados (Figura 12E). 

 

 

Figura 12: Fotomicrografias mostrando diferentes alterações histopatológicas observadas nos 

fígados de cães naturalmente infectados por L. infantum. A. Infiltrado inflamatório periportal, 

aumento 200X; B. Infiltrado inflamatório perivascular; C. Degeneração vacuolar de hepatócitos; D. 

Congestão; E. Deposição de colágeno no parênquima hepático, coloração de vermelho de Picrosírius. 

A. Aumento de 200X; B-F. Aumento de 400X. Imagens representativas. 

 

Em seguida, com o intuito de verificar se o escore clínico ou a carga e 

organização do baço poderiam ser indicativos da evolução clínica da doença ou 

estariam pareadas com a organização e carga do baço, fizemos a contagem do 

número de granulomas por milímetros quadrados (mm²) e o número de células totais 



53 
 

que formavam o granuloma. Não foram observadas diferenças significativas quando 

os grupos foram separados pela carga parasitária de cada órgão (Figura Suplementar 

01). Observamos que a contagem de células por granuloma e de granulomas por 

milímetros quadrados no fígado, estava aumentada nos animais com baço 

desorganizado e alta carga parasitária quando comparados aos animais com baço 

organizado e baixa carga (Figura 13A e B). Chamamos a atenção também para uma 

tendência (p=0,0502) de aumento no número de células por granuloma e de 

granulomas por milímetros quadrados entre animais com baço organizado e baixa 

carga e animais com baço desorganizados e baixa carga parasitária (Figura 13A e B). 

 

Figura 13: Representação gráfica da quantidade de células por granuloma e de granulomas por 

milímetros quadrados. A e B. Quantidade de células por granuloma entre animais com baço 

organizado e baixa carga (OBC) e desorganizado e baixa (DBC) ou alta carga parasitária (DAC); C e 

D. Quantidade de granulomas por mm² em animais com baixo, médio e alto escore clínico. (*) p < 0,05. 

ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para comparações múltiplas. 

 

 

A B 

C D 
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6.4. Análise dos marcadores de dano tecidual através das enzimas 

hepáticas 

Dentro do nosso grupo de estudo não observamos alterações entre grupos 

separados entre baixa e alta carga do fígado e do baço (Figura Suplementar 02) ou 

entre os diferentes escores clínicos e entre os grupos de organização e carga 

parasitária do baço (Figura 14A-C).  
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Figura 14: Níveis séricos das transaminases: U/L: Unidades por litro; Valores de referência: ALT: 18 

– 86; FA: 12 – 121; GGT: 2,0 - 10. (OBC) organizado e baixa carga, (DBC) desorganizado e baixa 

carga, (DAC) desorganizado e alta carga. A. Alanina-aminotransferase (ALT); B. Fosfatase Alcalina 

(FA); C. Gama Glutamil Transpeptidase (GGT). ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para 

comparações múltiplas. 
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6.5. Análise dos marcadores fenotípicos e funcionais por imuno-

histoquímica e imunofluorescência 

Após estudar marcadores séricos de dano tecidual, fomos avaliar in situ o perfil das 

células inflamatórias no fígado e no baço, além da expressão de alguns marcadores 

funcionais e de moléculas de matriz extracelular por imuno-histoquímica. Nosso 

objetivo foi avaliar se havia dano tecidual e se este se relacionaria com alterações na 

composição dos granulomas e na organização da matriz extracelular. Os marcadores 

analisados foram: laminina, fibronectina, TNFα e MAP4K4. As Figuras 15 e 16 (A a D) 

mostram imagens representativas das marcações para laminina e fibronectina e seus 

respectivos controles em fígado e baço de cão naturalmente infectado com 

L. infantum, respectivamente. 

 

 

Figura 15: Fotomicrografias mostrando cortes histológicos de fígados de cães naturalmente 

infectados por L. infantum. A e B mostrando controle negativo e marcação para laminina 

respectivamente, aumento 400X; C e D mostrando controle negativo e marcação para fibronectina 

respectivamente, aumento 400X. Imagens representativas. 
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Figura 16: Fotomicrografias mostrando cortes histológicos de baço de cães naturalmente 

infectados por L. infantum. A e B mostrando controle negativo e marcação para laminina 

respectivamente, aumento 400X; C e D mostrando controle negativo e marcação para fibronectina 

respectivamente, aumento 400X. Imagens representativas. 

Para determinar se a infecção por L. infantum promove alteração da matriz 

extracelular hepática ou esplênica, foi mensurada a deposição de laminina e 

fibronectina por porcentagem de área marcada positiva. Não foram observadas 

diferenças na deposição de laminina e fibronectina no fígado e no baço quando 

animais que apresentaram baixa e alta carga parasitária foram comparados (Figura 

Suplementar 03). 

Em seguida, comparamos os dados entre os grupos de animais de acordo com os 

diferentes escores clínicos e entre a organização e carga parasitária do baço. A 

análise revelou aumento na deposição de fibronectina no fígado e no baço de animais 

classificados com alto escore clínico quando comparados a animais de baixo escore 

clínico (Figura 17B). Não foram observadas diferenças na deposição de laminina entre 

os grupos estudados (Figura 17A). 
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Figura 17: Representação gráfica do percentual de área marcada para laminina e fibronectina 

nos diferentes grupos de acordo com o escore clínico. (OBC) organizado e baixa carga, (DBC) 

desorganizado e baixa carga, (DAC) desorganizado e alta carga. A. Percentual de área de deposição 

de laminina, e B. fibronectina nos grupos de acordo com diferentes escores clínicos: baixo (escore 0 a 

2), médio (escore 3 a 7) e alto (escore 8 em diante). Média da área marcada de 5 campos diferentes 

de cada animal. (*) p < 0,05; (**) p < 0,01. ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para 

comparações múltiplas.  
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Para determinar a expressão de moléculas inflamatórias marcamos pela técnica de 

imuno-histoquímica o perfil da expressão de TNFα em cortes de tecido hepático e 

esplênico (Figura 18). As figuras 18 (A e B) mostram fotos representativas das 

marcações para TNFα em fígado e as figuras 18 (C e D) em baço, cada uma com seus 

respectivos controles.   

 

 

Figura 18: Fotomicrografias mostrando cortes histológicos de fígados e baço de cães 

naturalmente infectados por L. infantum. A e B mostrando controle negativo e marcação para TNFα 

em fígado respectivamente. C e D mostrando controle negativo e marcação para TNFα em baço 

respectivamente. Aumento 400X. Imagens representativas. 

 

Observamos que em campos com presença de reação granulomatosa houve 

aumento da expressão de TNFα quando comparado a áreas de parênquima (Figura 

19A). Por outro lado, não observamos diferenças na expressão de TNFα entre os 

grupos de organização e carga parasitária do baço ou entre os diferentes escores 

clínicos tanto em fígado quanto em baço (Figura 19B-C). Também, não observamos 

alterações na expressão de TNFα tanto em baço quanto em fígado quando 

comparamos animais com baixa e alta carga parasitária (Figura Suplementar 04). 

A B 

D C 
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Figura 19: Representação gráfica do percentual de área marcada para TNFα em fígado e baço. 

A. Percentual de área marcada para TNFα entre regiões de parênquima e áreas de reação 

granulomatosa. B. Percentual de área marcada para TNFα em fígado e baço entre animais com baço 

organizado e baixa carga (OBC), desorganizado e baixa carga (DBC) e desorganizado e alta carga 

(DAC). C. Percentual de área marcada para TNFα entre animais com baixo, médio e alto escore clínico. 

Média do percentual de área marcada de 5 campos diferentes de cada animal. (*) p < 0,05. Teste Mann 

Whitney para 2 grupos. ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para comparações múltiplas.  

 

A molécula de MAP4K4, alvo de nosso estudo, também foi analisada em cortes de 

tecido. Infelizmente, por limitações técnicas e de tempo, não foi possível a sua análise 

em tecido esplênico e, por esse motivo, apresentaremos apenas os dados em tecido 

hepático. A avaliação da expressão de MAP4K4 utilizando imuno-histoquímica foi 

realizada em áreas de parênquima, onde foi possível observar os hepatócitos e 
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sinusóides (Figuras 20A e B) e em áreas onde havia aglomeração celular visualmente 

semelhantes a uma reação granulomatosa (Figuras 20C e D). 

 

 

Figura 20: Fotomicrografias mostrando a expressão de MAP4K4 em cortes histológicos de 

fígados de cães naturalmente infectados por L. infantum. A e B mostrando controle negativo e 

marcação para MAP4K4 respectivamente em parênquima, aumento 400X; C e D mostrando controle 

negativo e marcação para MAP4K4, em área de reação granulomatosa respectivamente, as setas 

marcam locais de reação positiva para MAP4K4. Aumento 400X. Imagens representativas. 

 

Assim como os marcadores anteriores, a análise do percentual de área marcada 

para MAP4K4 foi realizada. Não foram observadas diferenças significativas na 

porcentagem da área marcada pela MAP4K4 entre os grupos de baixa e alta carga 

parasitária (Figura Suplementar 05). 

Da mesma forma que o observado na análise da expressão de TNFα, ao analisar 

campos com presença ou ausência de reação granulomatosa, verificou-se aumento 

significativo na marcação para MAP4K4 em áreas com presença de granuloma 

(Figura 21A). Não foram observadas diferenças na expressão de MAP4K4 quando 

animais com diferentes níveis de organização e carga do baço ou entre os diferentes 

escores clínicos foram comparados (Figura 21B e C). 
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Figura 21: Representação gráfica do percentual de área marcada para MAP4K4 em fígado de 

cães naturalmente infectados por Leishmania infantum. A. Percentual de área marcada para 

MAP4K4 entre regiões de parênquima e áreas de reação granulomatosa. B. Percentual de área 

marcada para MAP4K4 entre animais com baixo, médio e alto escore clínico C. Percentual de área 

marcada para MAP4K4 entre animais com baço organizado e baixa carga (OBC), desorganizado e 

baixa carga (DBC) e desorganizado e alta carga (DAC). Média do percentual de área marcada de 5 

campos diferentes de cada animal. (****) p<0,001. Teste Mann-Whitney para 2 grupos. ANOVA, 

Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para comparações múltiplas. 

Por fim, fomos investigar em qual tipo celular as moléculas de MAP4K4 e de TNFα 

seriam expressas, analisando de forma qualitativa através da técnica de 

imunofluorescência. Observamos que tanto a marcação para MAP4K4 quanto o TNF 

estava intimamente associada a macrófagos e que provavelmente são essas células 

as maiores responsáveis pela sua expressão em tecido hepático (Figura 22). 

C 

A 

B 



63 
 

F
ig

u
ra

 2
2
: 

Id
e
n

ti
fi

c
a
ç

ã
o

 
p

o
r 

im
u

n
o

fl
u

o
re

s
c

ê
n

c
ia

 
d

a
 p

re
s

e
n

ç
a
 d

e
 M

A
P

4
K

4
, 

T
N

F
α
 
e
 m

a
c
ró

fa
g

o
s

 
e

m
 
fí

g
a
d

o
 d

e
 c

ã
e

s
 n

a
tu

ra
lm

e
n

te
 

in
fe

c
ta

d
o

s
 c

o
m

 L
e
is

h
m

a
n

ia
 i

n
fa

n
tu

m
. 

M
a
c
ró

fa
g
o
s
+

 m
a
rc

a
d
o
s
 e

m
 v

e
rm

e
lh

o
 (

P
E

),
 M

A
P

4
K

4
 e

 T
N

F
α
 m

a
rc

a
d
o
s
 e

m
 v

e
rd

e
 (

F
IT

C
) 

e
 n

ú
c
le

o
s
 

c
e
lu

la
re

s
 m

a
rc

a
d
o
s
 e

m
 a

z
u
l 

(D
A

P
I)

. 
M

e
rg

e
 m

a
rc

a
 a

 s
o
b
re

p
o
s
iç

ã
o

 d
e
 i

m
a
g
e

n
s
, 

m
o
s
tr

a
n
d

o
 M

A
P

4
K

4
 e

 T
N

F
α
 a

s
s
o
c
ia

d
o
s
 à

 m
a
rc

a
ç
ã
o
 d

e
 

m
a
c
ró

fa
g

o
 



64 
 

6.6. Análise da expressão gênica de moléculas inflamatórias em fígado e 

baço de cães naturalmente infectados por Leishmania infantum 

Nosso último ponto foi avaliar se a infecção por Leishmania infantum é capaz de 

promover alterações na via de sinalização de MAP4K4 e, esta, levar a consequências 

na resposta imune favorecendo ou não a infecção. Não observamos alterações na 

expressão de CCL-2 no fígado independente da separação de grupos experimentais 

(Figura 23A), ou quando separamos os grupos pela carga parasitária em ambos os 

órgãos estudados (Figuras Suplementares 06 e 07). Por outro lado, identificamos 

aumento da expressão de CCL-2 em animais com baço desorganizado e alta carga 

parasitária quando comparados a animais com baço organizado e baixa carga (Figura 

23B). Também, quando separamos os grupos por evolução clínica da doença, 

notamos que animais com médio escore clínico apresentaram alta expressão de CCL-

2 nos esplenócitos quando comparados a animais de baixo e alto escore clínico 

(Figura 23D). 

 

 

 

Figura 23: Expressão gênica normalizada de CCL-2 do fígado de cães naturalmente infectados 

com Leishmania infantum. Análise ex-vivo por qPCR dos níveis de mRNA do fígado e baço de cães 

classificados de acordo com a organização e carga parasitária do baço e o escore clínico. A e C 

Fígado Baço 

CCL-2 

A B 

C D 
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expressão normalizada de CCL-2 em fígado separados pela organização do baço e escore clínico 

respectivamente. B e D expressão normalizada de CCL-2 em baço separados pela organização do 

baço e escore clínico respectivamente. Valores de expressão normalizados para os genes constitutivos 

HPRT e GAPDH. (*) p <0,05; (**) p <0,01. ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para 

comparações múltiplas. Teste Mann-Whitney para dois grupos. 

Não observamos no fígado e no baço, diferenças significativas na expressão de CXCL-8 

entre animais com baixa e alta carga parasitária (Figuras Suplementares 06 e 07). Da mesma 

forma, não foram observadas diferenças na expressão de CXCL-8, em ambos os órgãos, 

quando os grupos foram separados quanto a organização e carga parasitária do baço ou pelos 

diferentes escores clínicos dos animais (Figura 24A - D) 

 

 

Figura 24: Expressão gênica normalizada de CXCL-8 no fígado de cães naturalmente infectados 

com Leishmania infantum. Análise ex-vivo por qPCR dos níveis de mRNA do fígado e baço de cães 

classificados de acordo com a organização e carga parasitária do baço e o escore clínico. A e C 

expressão normalizada de CXCL-8 em fígado separados pela organização do baço e escore clínico 

respectivamente. B e D expressão normalizada de CXCL-8 em baço separados pela organização do 

baço e escore clínico respectivamente. Valores de expressão normalizados para os genes constitutivos 

HPRT e GAPDH. (*) p <0,05; (**) p <0,01, ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para 

comparações múltiplas. Teste Mann-Whitney para dois grupos. 
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A seguir, com a finalidade de observar o perfil inflamatório predominante em nosso 

grupo experimental, fomos avaliar a expressão de citocinas que pertencem ao painel 

de citocinas anti-inflamatórias como a IL-10 e citocinas pró-inflamatórias, aqui 

contempladas com o IFNγ e o TNFα. Ao compararmos os grupos de diferentes 

organizações do baço e os escores clínicos, não observamos diferenças na expressão 

da citocina IL-10 e IFNγ tanto em fígado quanto em baço (Figura 25A - H) ou quando 

analisamos dividindo os grupos entre as cargas parasitarias de cada órgão (Figuras 

Suplementares 06 e 07). 
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Figura 25: Expressão gênica de IL-10 e IFNγ no fígado e no baço de cães naturalmente infectados 

com L. infantum. Análise ex-vivo por qPCR dos níveis de mRNA do fígado e baço de cães classificados 

de acordo com a organização e carga parasitária do baço e o escore clínico. A e C expressão 

normalizada de IL-10 em fígado separados pela organização do baço e escore clínico respectivamente. 

B e D expressão normalizada de IL-10 em baço separados pela organização do baço e escore clínico 

Fígado Baço 

IFNγ 

C D 

E F 

A B 

IL-10 

G H 
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respectivamente. E e G expressão normalizada de IFNγ em fígado separados pela organização do baço 

e escore clínico respectivamente. F e G expressão normalizada de IFNγ em baço separados pela 

organização do baço e escore clínico respectivamente. Valores de expressão normalizados para os 

genes constitutivos HPRT e GAPDH. ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para comparações 

múltiplas. Teste Mann Whitney para dois grupos. 

 

Por outro lado, ao analisarmos a expressão normalizada de TNFα, identificamos 

aumento na expressão desta citocina no fígado de animais que apresentaram o baço 

desorganizado e alta carga quando comparados aos animais de baço organizado e 

baixa carga (Figura 26A e C). Quando estudamos a expressão de TNFα no baço, 

animais com médio escore clínico apresentaram maior expressão desta citocina 

quando comparados a animais de baixo e alto escore (Figura 26B e D).  

 

 

Figura 26: Expressão gênica da TNFα no fígado e no baço de cães naturalmente infectados com 

L. infantum. Análise ex-vivo por qPCR dos níveis de mRNA do fígado e baço de cães classificados de 

acordo com a organização e carga parasitária do baço e o escore clínico. A e C expressão normalizada 

de TNFα em fígado separados pela organização do baço e escore clínico respectivamente. B e D 

expressão normalizada de TNFα em baço separados pela organização do baço e escore clínico 

respectivamente. Valores de expressão normalizados para os genes constitutivos HPRT e GAPDH. (*) 

p <0,05. ANOVA, Kruskal-Wallis test com teste de Dunn para comparações múltiplas. Teste Mann-

Whitney para dois grupos. 
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Observamos que no fígado de animais com alto escore clínico, a expressão da MAP4K4 

estava diminuída quando comparada a animais que apresentaram baixo escore clínico (Figura 

27C) o mesmo não foi observado no baço (Figura 27D). De modo contrário, quando 

separamos os grupos pela organização e carga parasitária, identificamos o baço de animais 

que apresentaram a polpa branca desorganizada e baixa carga apresentaram menor 

expressão de MAP4K4 quando comparados a animais de baço organizado e baixa carga e 

com animais de baço desorganizado e alta carga (Figura 27B). Nenhuma diferença foi 

observada no fígado desses animais quando avaliados sob os mesmos parâmetros (Figura 

27A). 

 

 

Figura 27: Expressão gênica da MAP4K4 no fígado e no baço de cães naturalmente infectados 

com L. infantum. Análise ex-vivo por qPCR dos níveis de mRNA do fígado de cães classificados de 

acordo com o escore clínico. A e C expressão normalizada de MAP4K4 em fígado separados pela 

organização do baço e escore clínico respectivamente. B e D expressão normalizada de MAP4K4 em 

baço separados pela organização do baço e escore clínico respectivamente. Valores de expressão 

normalizados para os genes constitutivos HPRT e GAPDH. (*) p <0,05. ANOVA, Kruskal-Wallis test 

com teste de Dunn para comparações múltiplas. Teste Mean-Whitney para dois grupos. 
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7. DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho, buscamos estudar uma possível relação entre a resposta 

granulomatosa/inflamatória e a expressão de MAP4K4, CXCL-8, CCL-2, TNFα, IFNγ, 

e IL-10 no fígado e no baço de cães naturalmente infectados por L. infantum. 

Inicialmente, observando que a carga parasitária de ambos os órgãos não seria um 

bom parâmetro para separação dos grupos experimentais, passamos então a fazer 

as análises dos nossos dados pela organização e carga parasitária do baço e pelo 

escore clínico dos animais. Os dados estudados revelaram aumento do número de 

células por granuloma e de granuloma por milímetro quadrado no fígado de animais 

com baço desorganizado e alta carga parasitária. A imuno-histoquímica revelou 

aumento na deposição de fibronectina em fragmentos de fígado e baço de animais 

que apresentaram um alto escore clínico, quando comparados a animais de baixo 

escore. Além disso, demonstramos que as moléculas de MAP4K4 e TNFα estão 

intimamente relacionadas aos macrófagos hepáticos. As análises moleculares 

mostraram que houve diferenças significativas entre órgãos e grupos experimentais 

para as moléculas de CCL-2, TNFα e MAP4K4. Animais com médio escore clínico 

apresentaram maior expressão de CCL-2 e TNFα no baço quando comparados a 

animais de baixo e alto escore. Essas duas moléculas estavam aumentadas no fígado 

e no baço que apresentavam alta desorganização da polpa branca e carga quando 

comparados a animais de baço organizado e baixa carga parasitária. Por fim, a 

molécula de MAP4K4 encontrava-se diminuída em animais com baço desorganizado 

e baixa carga e no fígado de animais com alto escore clínico. Os dados até aqui 

apresentados mostram que a MAP4K4 pode estar envolvida no desbalanço 

imunológico entre órgãos e encontra-se ativada em diferentes momentos da infecção. 

Trabalhos que utilizam modelos experimentais controlados que visam o 

entendimento da patogênese e formação da resposta imune granulomatosa na 

leishmaniose, apresentam divergências entre si e nem sempre são a melhor maneira 

de investigar uma doença que acontece naturalmente em outras espécies como o cão 

(Madeira et al., 2003; Murray, 2001). Por outro lado, modelos de infecção natural, em 

indivíduos não isogênicos, podem refletir melhor o que acontece na natureza (Jones 

et al., 2015; Sarasa & Pesini, 2009). É claro que em leishmaniose, o modelo canino 

naturalmente infectado, contribui não apenas para o entendimento da doença em 

humanos, mas também ajuda a responder questões sobre o papel dos cães como 



73 
 

animais reservatórios na LV, bem como o porquê de programas de eutanásia desses 

animais, em determinadas regiões, não impactarem na redução do número de novos 

casos em seres humanos (Costa et al., 2013). 

Embora seja uma doença sistêmica, e que possa acometer diversos órgãos, o 

baço, seguido do fígado, têm sido exaustivamente estudados devido a observação de 

alterações nas suas características histológicas e funcionais (Hermida et al., 2018). 

Além disso, tanto em modelos experimentais como em estudos de infecção natural, o 

baço apresentou alterações progressivas e bem definidas na polpa branca. Estas 

alterações podem ser de pouco a muito significativas e estarem associadas ao 

aumento da carga parasitária e piora no escore clínico do animal (Silva et al., 2018; 

Hermida et al., 2018). De modo contrário, em modelo murino, o fígado parece ter um 

curso inverso ao baço, apresentando diminuição da carga parasitária e melhora no 

status histológico com a evolução clínica da doença (Mukherjee et al., 2003; Murray, 

2001). Em nosso grupo experimental, a diversidade de estágios clínicos entre animais 

e características próprias ao tecido hepático não nos permitiu fazer um estadiamento 

da doença ou mesmo separação de grupos experimentais que fossem possíveis de 

serem analisados com segurança a partir de dados obtidos apenas do fígado. 

Trabalho recente, que buscou associar o escore clínico ao escore histológico do 

fígado de cães naturalmente infectados com L. infantum, fez a separação de parte de 

seus grupos experimentais por meio da carga parasitária observada em baço (Lima et 

al., 2019). Assim, pelas características do fígado de controlar de forma parcial a 

infecção e, do baço, onde o aumento da carga parasitária está associado à 

desorganização tecidual e progressão da doença, passamos a analisar os nossos 

dados de fígado separando os grupos pela carga parasitária e organização da polpa 

branca do baço, além de tentar associar nossos dados com o escore clínico desses 

animais. 

Ainda que haja tropismo do parasito por diversos órgãos como baço, linfonodos e 

medula óssea (Harhay et al., 2011), o fígado continua sendo uma incógnita no curso 

da Leishmaniose Visceral Canina (LVC), apresentando uma resposta imune própria e 

diferente dos demais órgãos (Rodríguez-Cortés et al., 2016). Outras patologias que 

também têm como característica a formação de granulomas, como a tuberculose, o 

entendimento sobre a formação do granuloma, os tipos celulares envolvidos, bem 

como mecanismos de defesa têm sido de vital importância para o entendimento da 
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patogênese de enfermidades que cursem com a presença de granulomas (Guirado & 

Schlesinger, 2013; Kaye et al., 2016).  

Apesar de controlar melhor o processo inflamatório do que o baço, o fígado de cães 

não se mostra capaz de promover a cura parasitológica como no modelo murino, isto 

talvez seja pelo fato de que outros órgãos, como medula óssea e linfonodos ou até 

mesmo o baço possam estar funcionando como fonte de liberação de parasitos e 

assim mantendo a formação constante de granulomas. Estudo com cães infectados 

naturalmente com L. infantum e com baixa carga parasitária, apresentaram uma 

robusta formação de granulomas organizados no fígado, enquanto que animais com 

alta carga apresentaram granulomas mal formados e pouco evidentes (Sanchez et al., 

2004). Outra associação com relação à formação de granulomas também foi 

observada em estudos in vitro e em pacientes onde granulomas formados 

principalmente por células epitelióides e multinucleadas foram associados como 

benéficos e com boa resposta, enquanto que a presença de necrose e células 

polimorfas são indícios de uma resposta deficitária do sistema imune (Pampiglione et 

al., 1974). De forma contrária, Lima et al. (2019) observaram que fígados de cães com 

granulomas bem formados e organizados tiveram parasitológico positivo para 

L. infantum e aumento da carga parasitária em baço. Esses achados foram 

relacionados a inabilidade do sistema imune em responder a infecção, contradizendo 

o que tem sido descrito pela literatura até o momento (Lima et al., 2019).  

No presente trabalho, observamos aumento do número de células por granuloma e 

de granulomas por mm² em animais com baço desorganizado e alta carga neste 

órgão. Embora tenhamos encontrado maior celularidade nos granulomas hepáticos 

de animais DAC, não identificamos diferenças na expressão de mRNA de quimiocinas 

como a CCL-2 e a CXCL-8 que justifique uma maior atração de células para este 

órgão e consequente formação de granulomas. Entretanto, a expressão dessas 

quimiocinas se manteve em quantidade considerável em todos os grupos analisados 

no fígado, sugerindo que a entrada de células como neutrófilos e monócitos provindos 

da circulação possa ter acontecido de forma constante. Em modelo experimental, o 

curso da leishmaniose e a carga parasitária em fígado e baço acontece com picos de 

parasitismo em momentos diferentes (Mukherjee et al., 2003). Enquanto o fígado 

parece ter um aumento precoce da carga parasitária, o baço começa a ter o seu pico 

quando o fígado já está se recuperando (Mukherjee et al., 2003). Embora em nosso 
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modelo não saibamos em que momento da infecção nossos animais estavam, a 

separação dos grupos pela carga parasitária em cada órgão como high e low, nos 

sugere que grande parte dos animais contidos em nosso trabalho estão em início de 

infecção. Além disso, os animais que compõem este trabalho são semi-domiciliados 

e provenientes de área endêmica e, portanto, a reinfecção por picadas de 

flebotomíneos também pode justificar a manutenção na liberação de quimiocinas de 

fase aguda como a CXCL-8. 

Já no baço, a expressão gênica de CCL-2 aumentou de forma gradativa conforme 

a desorganização e carga parasitária aumentavam. Também foi observado aumento 

na expressão desta quimiocina e de TNFα em animais com médio escore clínico, mas 

não em animais que tinham a sua condição clínica piorada ou em animais DAC. É 

possível que de forma precoce, células do sistema imune passem a apresentar 

características de exaustão, não se tornando eficazes em eliminar o patógeno. Souza 

et al., (2019) observou que animais com baço OBC apresentaram alta expressão de 

moléculas de exaustão como CTLA-4, PD-L1 e LAG-3, sugerindo que haja uma 

modulação do sistema imune logo nos momentos iniciais da infecção. Em nosso 

trabalho encontramos no baço de animais OBC níveis aumentados da MAP4K4, 

quando comparado a animais com maior grau de desorganização. Estando envolvida 

em diversos processos patológicos, não é difícil imaginar que esta via de sinalização 

também esteja relacionada ao processo precoce de exaustão celular. Embora não 

tenhamos encontrado diferenças da MAP4K4 no fígado de animais OBC quando 

comparados a animais DBC e DAC, notamos que mesmo com a dispersão, houve um 

aparente aumento desta molécula em animais com baço organizado e baixa carga.  

Ao contrário do fígado, onde apenas notamos uma tendência de aumento, no baço, 

a MAP4K4 encontrou-se aumentada em animais OBC e DAC quando comparados a 

animais DBC. É também no baço, como órgão linfóide secundário, onde 

constantemente há a recirculação de linfócitos e outras células do sistema imune, que 

reconhecem agentes patogênicos e ali são ativadas (Pabst & Westermann, 1991). 

Assim, essa diferença na expressão da MAP4K4 pode ser decorrente da constante 

chegada de células em diferentes momentos da infecção neste órgão. Contudo, essa 

diminuição da resposta inflamatória em momentos cruciais da infecção, pode ser uma 

das peças que falta para entender o porquê fígado e baço, além de não conseguirem 

eliminar o patógeno, respondem de forma tão diferente. Em modelo onde se buscou 



76 
 

avalizar a citotoxicidade de células T CD8 em combater células tumorais, animais 

deficientes em MAP4K4 apresentaram uma maior frequência de células T CD8 

citotóxicas além de menor expressão de PD-L1 e CTLA-4 (Esen et al., 2020). Este 

mesmo estudo demonstrou que células do sistema imune possuem alta expressão de 

MAP4K4 incluindo monócitos e células B (Esen et al., 2020). 

Em processos inflamatórios é comum o aumento na deposição de componentes da 

matriz extracelular em tecidos. Essa deposição pode fisiologicamente auxiliar na 

adesão e migração celular e consequentemente na formação da resposta imune 

(Simon & Bromberg, 2017; Yáñez et al., 2016). Estudos têm demostrado que alguns 

patógenos, incluindo leishmanias, são capazes não apenas de se ligar aos 

componentes da matriz extracelular, mas também de degradá-los ao seu redor 

interferindo na resposta imune e favorecendo a infecção (Silva et al., 2018; Silva-

almeida et al., 2012). No presente trabalho verificamos que animais que apresentaram 

um alto escore clínico também tinham um maior percentual de área marcada em 

fígado e baço para fibronectina, quando comparados aos animais de baixo escore. Já 

foi descrita pela literatura, a associação entre a infecção por L. infantum e a presença 

de danos teciduais caracterizados pela reação granulomatosa e pelo aumento da 

deposição de moléculas de matriz extracelular, como laminina, fibronectina e colágeno 

tanto no fígado quanto no baço de cães (Silva et al., 2018; Melo et al., 2009).  

A formação de tecido fibroso está relacionada com a perda da função do órgão 

(Yang & Seki, 2015) ainda que não tenhamos visto, dentro do nosso grupo 

experimental, lesões hepáticas muito acentuadas, o aumento na deposição de 

fibronectina em animais com avançada evolução clínica, sugere que o processo de 

injúria estava em curso. Silva et al. (2018) observaram que animais com baço com 

média a intensa desorganização possuíam um menor número de folículos linfoides e 

de células T e B na polpa vermelha. Os autores sugerem ainda que essa 

desorganização impediu ou dificultou o transito celular para a polpa branca onde 

acontece a apresentação de antígenos e ativação celular (Silva et al., 2018; Stäger & 

Bankoti, 2012). Em nosso trabalho encontramos diminuição da expressão de CCL-2 

e de TNFα em animais com alto escore clínico quando comparados a animais de 

médio escore. Essa diminuição na expressão dessas moléculas, em momento tão 

crítico da infecção poderia ser explicada pela injúria tecidual observada nos animais 

desse grupo, já que também apresentaram maior deposição de fibronectina não 



77 
 

apenas em baço, mas também em fígado. Esse dano tecidual pode ter afetado não 

apenas a atração, mas também ter dificultado o trânsito de células inflamatórias 

produtoras de TNFα para o local. Ainda que tenhamos observado que animais com 

alto escore clínico apresentaram menor expressão de MAP4K4, foi possível notar que 

macrófagos foram os principais responsáveis pela expressão dessa quinase no ensaio 

de imunofluorescência. Durante processos infecciosos do fígado, não apenas as 

células residentes são recrutadas para combater a infecção, mas também monócitos 

circulantes. A maior deposição de fibronectina e em animais com alto escore clínico 

acompanhada de menor expressão da MAP4K4 nesses mesmos animais poderia ter 

sido causada por um menor aporte de células migrantes para este órgão, 

principalmente monócitos, já descritos por apresentarem alta expressão da MAP4K4. 

A análise da expressão gênica revelou maior expressão de TNFα no fígado de 

animais DAC quando comparados a animais OBC, o mesmo não foi observado com 

MAP4K4 que se manteve constante nessa análise. Isso pode indicar que o aumento 

nos níveis de MAP4K4 talvez ocorra de forma precoce na infecção e, posteriormente, 

por mecanismos ainda não esclarecidos do fígado, os seus níveis ficariam estáveis. 

Essa estabilização do fígado talvez possa ser explicada pela sua capacidade de 

regeneração e manutenção da homeostase que permite a este órgão controlar 

processos inflamatórios (Lang & Lang, 2015; Robinson et al., 2016). Esse fato talvez 

explique também o motivo de MAP4K4 estar mais expressa no fígado do que no baço 

e ainda assim ter menor expressão de TNFα. Não podemos também deixar de 

considerar as limitações do nosso estudo, já que não foi possível incluir um grupo de 

animais controle. É possível que em uma análise do fígado e do baço de animais não 

infectados, a expressão de algumas dessas moléculas estejam em níveis muito basais 

ou mesmo ausentes indicando que o processo inflamatório persiste e é constante. Em 

nossos estudos, não observamos aumento expressivo de TNFα de forma 

generalizada, por imuno-histoquímica, em cortes de tecido hepático e esplênico. Por 

outro lado, aumento da expressão proteica de TNFα e MAP4K4 apenas pôde ser 

observado em áreas com reação granulomatosa, enquanto que áreas de parênquima 

hepático não se mostraram inflamadas. O fígado tem grande capacidade de manter a 

homeostase mesmo com o constante desafio de eliminar partículas e patógenos 

provindos da circulação entérica (Robinson et al., 2016). Essa capacidade do fígado 

em regular seus processos inflamatórios impede uma resposta exacerbada não 
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apenas localmente, mas também sistêmica (Robinson et al., 2016). Contudo, as 

diferentes maneiras de baço e fígado lidarem com a infecção talvez comprometam a 

resolução da doença. Em doenças virais, o fígado pode se favorecer de sua 

localização recebendo diretamente da veia esplênica células T CD8 primadas do 

baço, que irão auxiliar nos mecanismos de defesa hepático (Lang & Lang, 2015). Esta 

também pode ser uma porta de entrada constante de novas células infectadas 

quebrando o equilíbrio homeostático desse órgão. Essas considerações podem 

indicar que, diferente do que é observado em modelo murino, onde após duas 

semanas o fígado desses animais consegue resolver completamente a infecção 

(Loría-Cervera & Andrade-Narváez, 2014; Murray, 2001), na LVC a reação 

granulomatosa desenvolvida no início da infecção talvez perdure durante todos os 

estágios da doença. É possível que em camundongos resistentes à infecção, a 

resposta inicial seja gradativa, permitindo que o parasito seja eliminado sem que haja 

injúria ao tecido.  

A ação da MAP4K4 tem sido exaustivamente estudada em processos 

patológicos como câncer, doenças cardiovasculares e metabólicas como o diabetes 

(Flach et al., 2015, 2019; Liu et al., 2011). A MAP4K4 pertence a uma família de 

quinases com mais de trinta membros e possui diversas isoformas presentes em todos 

os tecidos analisados até hoje (Yao et al., 1999). Além disso, MAP4K4 está associada 

com exacerbação da resposta inflamatória induzida por TNFα e o bloqueio desta via 

de sinalização foi capaz de reduzir lesões vasculares em modelo de arteriosclerose 

(Flach et al., 2015). Embora diversas ações da MAP4K4 já tenham sido descritas, a 

concentração de suas isoformas não é a mesma nos diferentes tecidos e tipos 

celulares (Gao et al., 2016). Segundo Gao e et al. (2016), estas diferenças podem 

retornar funções distintas, ainda não conhecidas em cada tipo celular, e o aumento 

observado da MAP4K4 não acompanhado também de um aumento de TNFα em 

nosso estudo pode ser mais uma peça desse “quebra-cabeça” que precisa ainda ser 

melhor esclarecido. Importante ainda salientar que MAP4K4 está envolvida em 

diversos processos que não apenas citocinas como o TNFα (Chuang et al., 2016). 

Rao (2015) observou que a forma como a cascata de MAP4K4 irá ser gerada, não 

depende apenas do tipo celular onde ela é ativada, mas também do compartimento e 

do microambiente onde essa célula está inserida. Assim, poderíamos estar nos 

deparando com um evento novo e que precisa ainda ser melhor estudado. 
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Para o diagnóstico de doença hepatobiliar em cães, são considerados alguns 

marcadores laboratoriais que podem indicar dano celular (ALT) ou mesmo 

marcadores que indicam colestase (FA e GGT) (Lawrence, 2017), que é a 

incapacidade do fluido biliar chegar ao duodeno. Embora existam outras moléculas 

para análise da função hepática como a Aspartato Aminotransferase (AST), esta se 

apresenta menos específica e com menor meia vida, em caninos, quando comparada 

às anteriores (Alvarez & Whittemore, 2009) e por este motivo não foi incluída em 

nossas análises. Ainda que sejam testes de uso comum na rotina clínica veterinária, 

é preciso que os resultados sejam avaliados com muita cautela já que a sua 

interpretação separada de uma boa anamnese e histórico clínico podem levar a 

prognósticos/diagnósticos errôneos (Lawrence, 2017). Em nosso grupo experimental, 

encontramos animais com altos níveis de ALT que apresentaram histologia com pouca 

ou nenhuma alteração. O contrário também pôde ser observado, com análises 

histológicas de tecido degenerado e níveis de transaminases normais. Embora 

alterações extra-hepáticas também possam levar a alterações nos níveis enzimáticos, 

era de se supor que as alterações já observadas em fígado causadas pela LVC 

fossem acompanhadas por altos níveis do produto de extravasamento celular. 

Entretanto, embora mais da metade dos animais tenha apresentado algum grau de 

degeneração hepática, este foi de forma muito leve e discreta e apenas acentuada em 

alguns, o que talvez explique o baixo número de amostras que apresentaram 

alterações bioquímicas com presença de marcadores de lesão tecidual. Além disso, 

apesar de estarem bem acondicionadas, o tempo entre a coleta do material e a 

realização dos exames foi superior a um ano, o que poderia ser uma limitação aos 

dados encontrados bem como um viés aos nossos questionamentos. Uma análise 

posterior com soro recente e grupos bem definidos será de vital importância para 

incluir estes parâmetros como marcadores de prognóstico na LVC. 

A literatura tem evidenciado um padrão de respostas imunes frente a infecção 

por leishmanias, ora associadas a proteção com um perfil mais inflamatório (TH1) e 

liberação principalmente de TNFα e IFNγ (Soares et al., 2017), ora associadas à 

susceptibilidade com um ambiente anti-inflamatório (TH2) envolvendo citocinas como 

a IL-10 e TGFβ (Dayakar et al., 2019; Nylén & Sacks, 2007). Contudo, essa 

diferenciação de respostas bem definidas parece representar melhor modelos 

experimentais controlados principalmente com leishmaniose tegumentar (Loría-
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Cervera & Andrade-Narváez, 2014). Em nosso trabalho, não encontramos relação 

entre a expressão de IFNγ e IL-10 nos tecidos hepático e esplênico com a carga 

parasitária (Figuras Suplementares) ou mesmo com a organização do baço ou o 

escore clínico dos animais. Ainda que alguns estudos tenham atribuído ao IFNγ função 

essencial para formação de uma resposta que confira resistência e a IL-10 fazendo 

parte do grupo de citocinas que conferem suscetibilidade (Reiner & Locksley, 1995), 

outros afirmam que não apenas a IL-10, mas também o IFNγ contribuam para o 

favorecimento do parasito durante a infecção (Lage et al., 2007). As diferentes 

espécies de leishmania podem demandar cada uma, por si só, um tipo de resposta 

diferenciada do organismo para o seu controle. Em modelo utilizando camundongos 

resistentes (C57Bl/6) à infecção por L. major, a formação da reposta com perfil TH1 e 

presença de IFNγ acontece logo nas primeiras semanas de infecção. Por outro lado, 

Pinheiro e Rossi-Bergmann (2007) observaram que camundongos C57Bl/6 não eram 

resistentes a Leishmania amazonensis (L. amazonensis). Esses autores 

demonstraram que IFNγ se faz necessário algumas semanas após a infecção para 

conferir resistência e para  a formação de um perfil TH1 (Pinheiro & Rossi-Bergmann, 

2007). A não observância de diferenças nos níveis de IFNγ e IL-10 não significa que 

essas citocinas não tenham importância no curso da LV. Diversos fatores podem ter 

contribuído para a ausência de significância em nossos resultados. Talvez o principal 

deles seja a não comparação com amostras não infectadas, o que poderia indicar que 

tanto IFNγ quanto IL-10 estão aumentadas desde o início da infecção e não variam 

com o passar do tempo. 

Apesar de uma resposta pró-inflamatória estar associada a proteção, animais 

assintomáticos com perfil TH1 e liberação de citocinas inflamatórias ainda são 

capazes de transmitir o parasito para o inseto vetor (Solano-Gallego et al., 2011). 

Outro dado importante e crucial aos nossos questionamentos é que diversos estudos 

têm associado aumentos nos níveis da MAP4K4 a maiores níveis de TNFα com 

aumento da resposta inflamatória (Bouzakri et al., 2009; Flach et al., 2019). O que 

vimos até agora em nosso modelo é que a elevação nos níveis de expressão de 

MAP4K4 não ocorreu de forma simultânea com o aumento da expressão de TNFα e 

que isto também não foi capaz de promover aumento proteico de suas moléculas entre 

os grupos estudados de forma generalizada. Ainda assim, é importante perceber que 

estamos falando de órgãos com características diferentes, o fígado um órgão 
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metabólico com grande capacidade regenerativa e reguladora (Robinson et al., 2016). 

MAP4K4 encontrou-se aumentada no fígado de animais com baixo escore clínico e 

diminuiu em um momento crítico da doença em animais com alto escore sem impactar 

na expressão de TNFα. É possível que mecanismos homeostáticos estejam ativados 

e impeçam o aumento da MAP4K4 promovendo inclusive sua diminuição. Contudo, 

doenças crônicas são capazes que “quebrar” essa estabilidade hepática e a partir daí 

sim se desenvolver um processo inflamatório com formação inclusive de cirrose 

hepática (Robinson et al., 2016). Os danos histológicos observados em nossos 

animais talvez não tenham sido suficientes para promover a quebra dessa 

homeostasia. Já o baço é um órgão linfoide secundário por onde não somente o 

trânsito de células é constante, mas também a recirculação das mesmas (Pabst & 

Westermann, 1991). Aqui, foi observado, que MAP4K4 estava elevada em animais 

que ainda estavam com o baço organizado e baixa carga e que essa expressão 

diminuiu em animais DBC. Essa diminuição nos níveis de MAP4K4 observada em 

animais com baço desorganizado e baixa carga poderia ser devida a outras ações 

atribuídas a essa quinase como a apoptose. Souza et al., (2019) demonstrou que as 

células dos animais com baço desorganizado não expressavam apenas moléculas de 

exaustão, mas também estavam sofrendo um processo de apoptose, o que explicaria 

a diminuição nos níveis dessa quinase nesse grupo. Ainda, a observação do aumento 

nos níveis dessa quinase ainda nos primeiros estágios do dano tecidual, no baço, 

pode sugerir que o perfil de resposta formado não seja crucial para a cura 

parasitológica, mas sim a intensidade com que a resposta imune é formada.  

A expansão policlonal de células B é frequentemente abordada pela literatura e 

relacionada ao agravamento da doença (Deak et al., 2010). É também no baço onde 

ocorre a maior parte dessa expansão com produção principalmente de 

imunoglobulinas M (IgM). Deak et al. (2011) observaram em modelo murino, que a 

exacerbação da leishmaniose visceral pode estar associada a uma resposta 

policlonal, com produção inespecífica de imunoglobulinas durante a infecção. Eles 

observaram que animais deficientes na liberação de imunoglobulinas (IgM) se 

mostraram resistentes à infecção e que a reconstituição desses animais com IgG ou 

IgM os tornava suscetíveis à doença. MAP4K4 foi encontrada expressa em altos níveis 

em células B (Esen et al., 2020). Este dado sugere que a ativação dessa célula por 

esta via poderia desencadear a expansão policlonal por células B, já observada nos 
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primeiros momentos de infecção por leishmaniose (Silva-Barrios et al., 2016). Com 

isso, podemos supor que talvez sejam as células B, no baço, as responsáveis pelas 

variações nos níveis de MAP4K4 neste órgão. Podemos ainda propor que o uso de 

um bloqueador de sinalização da MAP4K4 possa criar um ambiente mais regulado já 

nos primeiros momentos da infecção e que poderia favorecer uma resposta mais 

direcionada e específica. Outra possibilidade, seria uma associação de um inibidor de 

MAPK4K4 a uma droga leishmanicida na LV o que poderia minimizar não somente o 

dano observado no baço e impedir a quebra da estabilidade do fígado, mas 

possivelmente em outros órgãos como a medula óssea. Dados da literatura têm 

demonstrado que a maneira como a reposta imune é formada pode definir o curso da 

infecção (Rossi & Fasel, 2018). É possível que a modulação desta via possa ter efeitos 

benéficos com melhor prognóstico em um tratamento combinado com a droga 

parasiticida. 

A via de sinalização da MAP4K4 faz parte de uma família de quinases  

responsável pela modulação de diversas atividades celulares incluindo ativação, 

proliferação, migração e morte programada (Yao et al., 1999). Tendo sido envolvida 

como marcador de prognóstico desfavorável, a MAP4K4 foi observada de forma 

aumentada em processos patológicos como cânceres, diabetes e problemas 

cardiovasculares (Flach et al., 2015; Liang et al., 2008; Tang et al., 2006). No entanto, 

até o presente momento se tem pouco ou nenhum conhecimento sobre como esta via 

de sinalização se comporta em doenças causadas por protozoários. Embora não 

tenhamos visto correlação entre as moléculas estudadas e a carga parasitária, as 

diferenças encontradas entre os diferentes grupos e entre órgãos pode indicar uma 

reação mais compartimentalizada e que esta molécula esteja relacionada a 

intensificação do processo inflamatório e dano tecidual. Ainda, mesmo que em nosso 

trabalho anterior, a alta expressão de MAP4K4 estivesse relacionada a animais com 

alto número de cópias do parasito, o conjunto dos nossos dados sugere que a 

expressão desta quinase não tem impacto no controle da carga parasitária, mas 

possivelmente no dano tecidual.  
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8. Conclusões 

 

➢ Foi possível classificar os animais clinicamente e separá-los em grupos como 

baixo escore clínico, médio escore clínico e alto escore clínico; 

➢ A separação dos animais por grupos de alta e baixa carga parasitária não 

retornou relevância significativa com nenhum dos marcadores analisados; 

➢ A histopatologia do baço permitiu que os animais fossem separados pela 

organização do tecido esplênico em organizado e desorganizado 

➢ A separação dos grupos pelo escore clínico dos animais e pela organização 

associada à carga parasitária do baço se mostrou eficiente e permitiu a análise 

dos marcadores utilizados; 

➢ A contagem de granulomas por milímetro quadrado e de células por granuloma 

no fígado estava aumentada em animais com baço desorganizado e alta carga; 

➢ O tempo de armazenagem das amostras de soro talvez tenha sido fator 

limitante para as análises das transaminases e futuros estudos serão 

necessários; 

➢ O alto escore clínico foi acompanhado pelo maior aumento de deposição de 

fibronectina tanto em fígado quanto em baço e pode estar associado à 

diminuição na migração de células efetoras para este órgão e consequente 

diminuição da expressão de MAP4K4 em animais de escore clínico elevado;  

➢ As expressões proteicas de MAP4K4 e TNFα parecem ocorrer de forma 

específica e localizada na LVC, sendo o seu aumento apenas em áreas com 

reação granulomatosa;  

➢ A expressão gênica de CXCL-8 manteve-se relativamente constante em ambos 

os órgãos e em todos os momentos da infecção e grupos analisados, sugerindo 

que a entrada de células encontradas nos primeiros estágios da infecção, como 

neutrófilos, também se manteve constante; 

➢ A expressão gênica de CCL-2 não se alterou no fígado entre os diferentes 

grupos analisados, sugerindo que pode haver um mecanismo de regulação 

hepática para entrada de células inflamatórias circulantes neste órgão.  

➢ O aumento da desorganização do baço foi acompanhado de maior expressão 

gênica de CCL-2 e de MAP4K4 sugerindo que no baço a resposta pode ser 

mais tardia do que no fígado e de forma mais acentuada; 
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➢ A não observância de diferenças, em fígado e baço, entre os diferentes grupos 

estudados para a expressão de IFNγ e IL-10, sugere que possa haver um 

balanço entre perfis TH1 e TH2 e que aparentemente essas citocinas não estão 

relacionadas com a expressão da MAP4K4; 

➢ Parece existir um mecanismo de regulação da MAP4K4 no fígado que se 

encontrou diminuída em animais com alto escore clínico quando comparado a 

animais de baixo escore; 

➢ TNFα esteve aumentada no fígado de animais com baço DAC e no baço de 

animais com moderado escore clínico. Essa diferença nos sugere que esses 

órgãos têm respostas e evoluções diferenciadas durante a infecção; 

➢ MAP4K4 aparentemente encontra-se elevada já nos primeiros estágios clínicos 

da doença no fígado enquanto que no baço encontrou-se elevada em animais 

sem desorganização esplênica, sugerindo que seu aumento se dá de forma 

precoce tanto clínica quanto histologicamente. É possível que ela esteja 

envolvida com a evolução dos quadros clínico e histológico observados nesses 

órgãos. O bloqueio dessa via em estudo futuro poderia modular o perfil 

inflamatório para uma resposta mais específica e direcionada, sendo um 

auxiliar ao tratamento parasiticida. 

➢ As expressões proteicas de MAP4K4 e TNFα parecem ocorrer de forma 

específica e localizada na LVC, sendo o seu aumento apenas em áreas com 

reação granulomatosa;  

➢ A expressão gênica de CXCL-8 manteve-se relativamente constante em ambos 

os órgãos e em todos os momentos da infecção e grupos analisados, sugerindo 

que a entrada de células encontradas nos primeiros estágios da infecção, como 

neutrófilos, também se manteve constante; 

➢ A expressão gênica de CCL-2 não se alterou no fígado entre os diferentes 

grupos analisados, sugerindo que pode haver um mecanismo de regulação 

hepática para entrada de células inflamatórias circulantes neste órgão.  

➢ O aumento da desorganização do baço foi acompanhado de maior expressão 

gênica de CCL-2 e de MAP4K4 sugerindo que no baço a resposta inflamatória 

pode ser mais tardia do que no fígado e que se associa a um dano tecidual 

mais intenso; 
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➢ A não observância de diferenças, em fígado e baço, entre os diferentes grupos 

estudados para a expressão de IFNγ e IL-10, sugere que possa haver um 

balanço entre perfis TH1 e TH2 e que aparentemente essas citocinas não estão 

relacionadas com a expressão da MAP4K4; 

➢ Parece existir um mecanismo de regulação da MAP4K4 no fígado que se 

encontrou diminuída em animais com alto escore clínico quando comparado a 

animais de baixo escore; 

➢ TNFα esteve aumentada no fígado de animais com baço DAC e no baço de 

animais com moderado escore clínico. Essa diferença nos sugere que esses 

órgãos têm respostas e evoluções diferenciadas durante a infecção; 

➢ MAP4K4 encontra-se elevada já nos primeiros estágios clínicos da doença no 

fígado enquanto que no baço encontra-se elevada em animais sem 

desorganização esplênica, sugerindo que seu aumento se dá de forma precoce 

tanto clínica quanto histologicamente. 

➢ MAP4K4 foi identificada como uma nova via de sinalização que atua na 

resposta inflamatório em baço e fígado durante a leishmaniose visceral canina. 
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10.  Figuras suplementares 

 

 

Figura Suplementar 01: Representação gráfica da quantidade de células por granuloma e de 

granulomas por milímetros quadrados no fígado de animais naturalmente infectados com 

Leishmania infantum. A. Quantidade de células por granuloma separados pela carga parasitária do 

fígado. B. Quantidade de granulomas por milímetros quadrados separados pela carga parasitária do 

fígado. Teste Mann-Whitney para 2 grupos. 

 

 

Figura Suplementar 02: Níveis séricos das transaminases separados pela carga parasitária do 

fígado: U/L: Unidades por litro; Valores de referência: ALT: 18 – 86; FA: 12 – 121; GGT: 2,0 - 10. A. 

Alanina Aminotransferase (ALT); B. Fosfatase Alcalina (FA); C. Gama Glutamil Aminotransferase 

(GGT). Teste Mann-Whitney para 2 grupos. 
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Figura Suplementar 03: Representação gráfica do percentual de área marcada para laminina e 

fibronectina separados pela carga parasitária de seu respectivo órgão. A. Percentual de área de 

deposição de laminina em fígado, B. Percentual de área de deposição de fibronectina em fígado. C. 

Percentual de área de deposição de laminina em baço. D. Percentual de área de deposição de laminina 

em baço. Média da área marcada de 5 campos diferentes de cada animal. Teste Mann-Whitney para 2 

grupos.  

 

 

Figura Suplementar 04: Representação gráfica do percentual de área marcada para TNFα em 

fígado e baço. A. Percentual de área marcada para TNFα em fígado. B. Percentual de área marcada 

para TNFα em baço. Média do percentual de área marcada de 5 campos diferentes de cada animal. 

Teste Mann-Whitney para 2 grupos. 
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Figura Suplementar 05: Representação gráfica do percentual de área marcada para MAP4K4 em 

fígado de cães naturalmente infectados por Leishmania infantum. Percentual de área marcada 

para MAP4K4 separados pela carga parasitária em fígado. Teste Mann-Whitney para 2 grupos.  
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Figura suplementar 06: Expressão gênica normalizada de CCL-2, IFNγ, CXCL-8, TNFα, IL-10 e 

MAP4K4 no fígado de cães naturalmente infectados com Leishmania infantum. Análise ex-vivo 

por qPCR dos níveis de mRNA do fígado e baço de cães classificados de acordo com carga parasitária 

do fígado. A. expressão normalizada de CCL-2 em fígado separados pela carga parasitária do fígado. 

B. expressão normalizada de IFNγ em fígado separados pela carga parasitária do fígado. C. expressão 

normalizada de CXCL-8 em fígado separados pela carga parasitária do fígado. D. expressão 

normalizada de TNFα em fígado separados pela carga parasitária do fígado. E. expressão normalizada 

de IL-10 em fígado separados pela carga parasitária do fígado. F. expressão normalizada de MAP4K4 

em fígado separados pela carga parasitária do fígado. Valores de expressão normalizados para os 

genes constitutivos HPRT e GAPDH. Teste Mann-Whitney para dois grupos. 
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Figura suplementar 07: Expressão gênica normalizada de CCL-2, IFNγ, CXCL-8, TNFα, IL-10 e 

MAP4K4 no baço de cães naturalmente infectados com Leishmania infantum. Análise ex-vivo por 

qPCR dos níveis de mRNA do fígado e baço de cães classificados de acordo com carga parasitária do 

fígado. A. expressão normalizada de CCL-2 em baço separados pela carga parasitária do baço. B. 

expressão normalizada de IFNγ em baço separados pela carga parasitária do baço. C. expressão 

normalizada de CXCL-8 em baço separados pela carga parasitária do baço. D. expressão normalizada 

de TNFα em baço separados pela carga parasitária do baço. E. expressão normalizada de IL-10 em 

baço separados pela carga parasitária do baço. F. expressão normalizada de MAP4K4 em baço 

separados pela carga parasitária do baço. Valores de expressão normalizados para os genes 

constitutivos HPRT e GAPDH. Teste Mann-Whitney para dois grupos. 

 

 

 

A B 

C D 

E F 



107 
 

11. Anexos 

 

11.1. Relação Animais ➔ Org. baço / Escore clínico / Carga Fígado-Baço 

# Org. do Baço Escore Clínico 
Relação carga 
Fígado/Baço 

Amostra 01 DAC Alto FL/BH 

Amostra 02 DBC Baixo FH/BL 
Amostra 03 DBC Médio FH/BL 
Amostra 04 DBC Médio FL/BL 
Amostra 05 DBC Baixo FL/BL 
Amostra 06 DBC Baixo FL/BL 
Amostra 07 DAC Médio FL/BH 
Amostra 08 DAC Alto FL/BH 
Amostra 09 DBC Baixo FL/BL 
Amostra 10 DBC Médio FL/BL 
Amostra 11 OBC Médio FL/BL 
Amostra 12 DAC Médio FL/BH 
Amostra 13 DBC Alto FH/BL 
Amostra 14 DBC Médio FL/BL 
Amostra 15 DBC Alto FL/BL 
Amostra 16 OBC Alto FL/BL 
Amostra 17 DBC Baixo FL/BL 
Amostra 18 OBC Médio FL/BL 
Amostra 19 DAC Baixo FH/BH 
Amostra 20 DBC Médio FL/BL 
Amostra 21 DAC Alto FL/BH 
Amostra 22 DBC Baixo FL/BL 
Amostra 23 OBC Baixo FL/BL 
Amostra 24 OBC Baixo FL/BL 
Amostra 25 OBC Baixo FH/BL 
Amostra 26 OBC Alto FH/BL 
Amostra 27 OBC Baixo FH/BL 
Amostra 28 DAC Médio FH/BH 
Amostra 29 OBC Alto FH/BL 
Amostra 30 DBC Baixo FL/BL 
Amostra 31 DBC Alto FH/BL 
Amostra 32 DBC Médio FL/BL 
Amostra 33 DAC Alto FL/BH 
Amostra 34 DBC Médio FL/BL 
Amostra 35 DBC Médio FL/BL 
Amostra 36 OBC Baixo FL/BL 
Amostra 37 DAC Alto FL/BH 
Amostra 38 DBC Alto FH/BL 
Amostra 39 DBC Médio FH/BL 
Amostra 40 DBC Alto FL/BL 
Amostra 41 DBC Alto FL/BL 

OBC Organizado e Baixa Carga 

DBC Desorganizado e Baixa Carga 

DAC Desorganizado e Alta Carga 

FL Fígado Low 

FH Fígado High 

BL Baço Low 

BH Baço High 
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