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Resumo

A Leishmaniose visceral em cães é descrita como uma doença de caráter crônico na qual os principais sintomas são 
perda progressiva de peso, caquexia e lesões dermatológicas. Recentemente, a doença tem sido relacionada com 
alterações neurológicas. Um total de 40 cães portadores de leishmaniose visceral foi dividido em dois grupos. O 
primeiro composto por cães sem sintomas neurológicos (n=30) e o segundo grupo composto por cães com sintomas 
neurológicos (n=10). Amostras de encéfalo foram coletadas e armazenadas em formalina tamponada, para realização 
de imunoistoquímica para a pesquisa de formas amastigotas de Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, linfócitos 
T CD3+, CD4+ e CD8+ e macrófagos. A reação de imunoistoquímica não revelou formas amastigotas do parasita. 
Linfócitos T estavam presentes em 24/30 (80%) dos cães sem sintomas neurológicos e em todos os cães do segundo 
grupo (p=0,0011). Linfócitos CD4+ e CD8+ raramente foram observados, apresentando imunomarcação para CD4+ 
em 10/40 (25%) dos cães e em metade dos animais do grupo neurológico (p=0,0090). A presença de CD8+ foi detectada 
em 4/10 (40%) cães com doenças neurológicas (p=0,0021). Macrófagos foram observados em 38/40 (95%) cães, sem 
diferença estatística significante entre os dois grupos (p= 0,7664).
Palavras-chave: TCD3+. TCD4+. TCD8+.  Macrófagos.  Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.

Abstract

Visceral leishmaniasis in dogs is described as a chronic disease whose main symptoms are progressive weigth loss, 
cachexy and dermatologic lesions. Recently, the disease has been associated to neurologic disorders. A total of 40 dogs 
with visceral leishmaniasis were divided into two groups. The first composed of dogs without neurological signs (n=30) 
and the second by dogs with neurological disorders (n=10). Brain samples were collected, stored in 10% buffered 
formalin and subjected to immunohistochemical examination for amastigotes forms of Leishmania (Leishmania) 
infantum chagasi, CD3+, CD4+ and CD8+ T lymphocytes and macrophages. Imunnohistochemistry evaluation revealed 
no amastigote forms of the parasite. CD3+ T lymphocytes were present in 24/30 (80%) dogs without neurological signs 
and in all dogs from the second group (p=0.0011). CD4+ and CD8+ were rarely observed, with CD4+ immunostaining 
in 10/40 (25%) dogs, from which half of them had neurological disease (p=0.0090). The presence of CD8+ was detected 
only in 4/10 (40%) dogs from neurological group (p=0.0021). Macrophages were detected in 38/40 (95%) dogs, without 
significant differences between groups (p=0.7664). 
Keywords: TCD3+. TCD4+. TCD8+. Macrophages. Leishmania (Leishmania) infantum chagasi.

Introdução

A leishmaniose visceral, também conhecida como 
Calazar, é uma doença de caráter crônico que afeta 
o homem e os animais, transmitida, nas Américas, 
pela  Leishmania (Leishmania) infantum chagasi. A 
doença possui algumas características comuns em se-
res humanos e em cães. Os últimos apresentam uma 
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extensa variedade de sintomas, dentre eles emagreci-
mento progressivo, linfoadenopatia periférica, hepa-
toesplenomegalia, anemia, lesões cutâneas, alterações 
renais e oftálmicas1,2. Poucos são os trabalhos que ci-
tam a ocorrência de envolvimento do sistema nervoso 
central em cães com leishmaniose visceral. Entre os 
sintomas neurológicos observados por Marcondes3, 
destaca-se a ocorrência de convulsões generalizadas, 
mioclonias, vocalização, anisocoria, midríase bilate-
ral, paralisia de nervos cranianos, inclinação da cabe-
ça, tetraparesia e tetraplegia. De acordo com a autora, 
de 21 cães infectados com presença de alterações neu-
rológicas, em apenas quatro animais foram identifi-
cadas coinfecções por Babesia canis, Cryptococcus sp, 
Toxoplasma gondii ou Neospora caninum e pelo vírus 
da  cinomose. Nos outros 17 animais, as alterações 
neurológicas pareciam ser decorrentes exclusivamen-
te da infecção por L. (L.) infantum chagasi.

Mesmo na ausência de sintomas neurológicos, têm 
sido descritas alterações histopatológicas do siste-
ma nervoso de cães acometidos pela doença. Dentre 
elas, cita-se a ocorrência de leptomeningite, coroidi-
te, congestão vascular, infiltrado de células inflama-
tórias, gliose, satelitose, neuronofagia e degeneração 
neuronal4,5,6. Apesar desses achados, somente Nieto et 
al.5 e Viñuelas et al.7 foram capazes de identificar  for-
mas amastigotas de Leishmania sp. em células epen-
dimárias, linfócitos e macrófagos do plexo coroide e 
em histiócitos nas meninges de cães acometidos pela 
doença. Em função dos escassos achados de formas 
amastigotas do parasita no tecido nervoso, sugere-
-se que o quadro neurológico seja decorrente de uma 
ação do sistema imune. Garcia-Alonso et al.4, avalian-
do a presença de IgG sérica e liquórica em 27 cães 
naturalmente infectados por Leishmania infantum 
com ausência de sinais neurológicos, constataram a 
presença de IgG liquórica em 48% dos mesmos. De 
acordo com os autores, a origem das imunoglobuli-
nas presentes no liquor não está clara; entretanto, os 
mesmos sugerem que elas sejam provenientes de uma 

lesão da barreira hematoencefálica, uma vez que fo-
ram encontrados extensos depósitos de antígenos de 
leishmania e de imunoglobulinas nos espaços inters-
ticiais e intravasculares do plexo coroide desses cães. 

Lima et al.8, pesquisando anticorpos anti- L. (L.) 
infantum chagasi em 30 cães com leishmaniose vis-
ceral, dos quais três possuíam sintomas neurológi-
cos, detectaram altos títulos de anticorpos séricos e  
liquóricos em todos os animais, sem correlação com a 
presença de sintomas neurológicos. Em outro estudo 
comparando cães naturalmente acometidos por leish-
maniose visceral com e sem sintomas neurológicos 
foi detectada a presença de IgG anti- L. (L.) infantum 
chagasi em 68,8% (11/16) dos cães sem alterações 
neurológicas e em  27,3% (3/11) dos cães com envol-
vimento neurológico. Os autores não verificaram uma 
correlação entre a presença de IgG no liquor  e no soro 
de todos os animais, uma vez que alguns cães possuí-
am anticorpos liquóricos mas não séricos, sugerindo 
também uma produção intratecal de anticorpos e não 
só uma quebra da barreira hematoencefálica9.

De acordo com Melo e Machado10, as alterações 
morfológicas no plexo coroide de cães com leish-
maniose visceral promovem uma quebra da barreira 
hematoencefálica, aumentando a permeabilidade da 
mesma e permitindo a passagem de células inflama-
tórias e anticorpos para o sistema nervoso central. 
Na tentativa de melhor compreender a etiopatogenia 
das lesões neurológicas, o presente estudo teve como 
objetivos pesquisar a presença de formas amastigotas 
de Leishmania (L.) infantum chagasi, linfócitos CD3+, 
CD4+, CD8+ e macrófagos no sistema nervoso cen-
tral de cães naturalmente acometidos pela doença.

Material e Método

Animais
Para a realização do presente estudo foram utiliza-

dos 40 cães naturalmente acometidos por leishmanio-
se visceral, encaminhados ao Hospital Veterinário da 
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Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade 
Estadual Paulista – UNESP - Campus de Araçatuba. 
Os animais foram distribuídos de acordo com a pre-
sença ou não de sintomas neurológicos, de modo que 
foram compostos dois grupos, o primeiro constituí-
do por 30 cães sem envolvimento neurológico (grupo 
controle) e o segundo constituído por 10 animais com 
sintomas neurológicos. Os cães com alterações neu-
rológicas foram selecionados durante o período de ja-
neiro de 2004 a dezembro de 2010, os outros 30 foram 
selecionados durante o ano de 2010. Todos os animais 
eram provenientes do município de Araçatuba, São 
Paulo, área endêmica para a doença. 

Os animais foram selecionados após diagnóstico pa-
rasitológico da doença, baseado no achado de formas 
amastigotas do parasita em esfregaços obtidos por pun-
ção biópsia aspirativa de órgãos linfoides. Em seguida, 
foram submetidos a um exame físico dando-se especial 
atenção ao exame neurológico. Após colheita de sangue 

total para pesquisa de anticorpos séricos anti-Neospora 
caninum e anti-Toxoplasma gondii, os cães receberam 
uma pré-anestesia com acepromazina (Acepran 0,2% 
- Univet SA Indústria Veterinária – São Paulo, SP), se-
guida de uma indução e manutenção  anestésica com  
pentobarbital sódico  (Hypnol 3% - Fontoveter – Itapi-
ra, SP). Após este procedimento, com os cães ainda em 
plano anestésico, aplicava-se uma ampola de cloreto de 
potássio (Cloreto de potássio a 19,1% – Darrow – Rio 
de Janeiro, RJ), por via intravenosa, em cumprimento 
ao Decreto nº. 51.838 do Senado Federal, de 14 de mar-
ço de 1963, o qual estabelece que animais domésticos 
portadores de leishmaniose devem ser submetidos à 
eutanásia. Em seguida, os animais foram necropsia-
dos e colheu-se o encéfalo para realização de reação de 
imunoistoquímica. 
Reação de Imunoistoquímica

Todos os cães foram necropsiados pela técnica em-
pregada rotineiramente no Serviço de Patologia da 
Faculdade de Medicina Veterinária, UNESP, Campus 

de Araçatuba, realizando-se o exame externo do ca-
dáver, evisceração e exame detalhado das alterações 
macroscópicas presentes nos órgãos. O encéfalo foi 
colhido inteiro e separado por um corte na fissura  
longitudinal do cérebro. Os hemisférios cerebrais 
foram fixados em formalina a 10% tamponada com 
fosfatos pH 7,2 e, após um período de aproximada-
mente 24 horas, colheu-se um fragmento do córtex 
frontal, lobo piriforme, plexo coroide do ventrículo 
lateral, mesencéfalo e cerebelo para inclusão em pa-
rafina. Os cortes foram confeccionados em lâminas 
silanizadas para análise imunoistoquímica e pesqui-
sa de formas amastigotas de L. (L.) infantum chagasi, 
linfócitos T CD3+, CD4+, CD8+ e macrófagos. Para a 
realização das reações de imunoistoquímica, os cortes 
foram desparafinizados e hidratados, e a recuperação 
antigênica foi realizada com tratamento dos cortes em 
tampão EDTA para  linfócitos CD8+ e tampão citrato 
para os demais antígenos.  A detecção de linfócitos 
CD4+ e CD8+ foi realizada utilizado-se o kit CSA 
(Amplification Catalised System – K150011-Dako 
North America, INC- Via Real, CA) e os procedi-
mentos foram seguidos de acordo com as indicações 
do kit. Para detecção de linfócitos T CD4+ e CD8+, 
utilizou-se o anticorpo monoclonal de camundongo. 

Para a detecção de formas amastigotas de L. (L.) 
infantum chagasi, linfócitos CD3+ e macrófagos, os 
cortes foram  incubados em  peróxido de hidrogê-
nio a 2% (10 volumes) para bloqueio da peroxidase 
endógena,  seguido da incubação com leite desna-
tado 6% em PBS 0,05% para  bloqueio de ligações 
inespecíficas. A pesquisa de formas amastigotas do 
parasita foi realizada utilizando-se um anticorpo 
primário anti-L. (L.) infantum chagasi (MHOM/
BR/72/cepa46), produzido em camundongo pelo 
Laboratório de Patologia de Moléstias Infecciosas 
do Departamento de Patologia da Faculdade de Me-
dicina da USP, adsorvido com pó de sistema nervoso 
central de cão normal. Para detecção de linfócitos T 
CD3+, utilizou-se o anticorpo policlonal de coelho 
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anti-CD3 humano (A0452- Dako North America, 
Inc- Via Real, CA); para a detecção de macrófagos, 
utilizou-se o anticorpo de rato anti-macrófago hu-
mano (MCA874G- AbD Serotec – Morphosys Co- 
Munich, Germany). As lâminas foram então incu-
badas por 18 horas em câmara úmida. Após lava-
gem com solução tampão PBS e Tween 20 a 0,05%, 
foram submetidas a nova incubação com anticorpo 
secundário biotinilado (K0690 - Dako North Ame-
rica, Inc. – Via Real, CA), novamente, submetidos 
à lavagem com tampão PBS  e, posteriormente, in-
cubadas com estreptavidina-peroxidase ( Kit LSAB 
- Dako North America, Inc. – Via Real, CA) a 37oC, 
por mais 45 minutos. A reação final foi revelada 
com 3,3’-diaminobenzidina (DAB -  Sigma Aldri-
ch – St. Louis, MO), na presença de peróxido de 
hidrogênio (H2O2). 

A contra-coloração do tecido foi feita com hema-
toxilina de Harris. Após a desidratação dos cortes, as 
lâminas foram montadas com lamínulas, utilizando-
-se resina, e foram observadas em microscopia de luz 
convencional para avaliar a presença e a localização 
de formas amastigotas de leishmania e anticorpos. 
Como controle positivo das reações, foram utiliza-
dos cortes histológicos de tonsila palatina humana 
e de linfonodo canino. As imunomarcações foram 
analisadas de forma semi-quantitativa e classificadas 
comparativamente de acordo com a sua intensidade. 
A classificação foi definida em cruzes da seguinte for-
ma: (-) ausente; (+) raras; (++) leve; (+++) moderada; 
(++++) intensa. Para a realização da análise estatísti-
ca, as cruzes foram substituídas por números de zero 
a quatro, e utilizou-se a somatória dos escores das cin-
co regiões encefálicas.
Análise Estatística

Para a comparação dos grupos foi utilizado o teste 
não paramétrico de Mann-Whitney, utilizando-se o 
programa SAS – Statistical Analysis System (1999). 
As análises foram consideradas significativas quan-
do p < 0,05.

Resultados

Nenhum dos 40 animais avaliados apresentava de-
finição racial, 25 (62,5%) eram machos e 15 (37,5%) 
fêmeas, e a idade dos mesmos variou entre um e oito 
anos, com uma media de cinco anos e meio. Doze 
cães do grupo controle (40%) eram assintomáticos. 
Todos os outros animais incluídos no estudo eram 
sintomáticos, sendo que as alterações clínicas mais 
frequentemente observadas foram emagrecimento, 
caquexia, lesões cutâneas, hepato e esplenomegalia, 
linfoadenomegalia, palidez de mucosas e alterações 
oftálmicas. Os sintomas neurológicos observados 
incluíram convulsões generalizadas, locomoção atá-
xica, hipermetria, tremor de intenção, quedas e lesão 
em nervos cranianos. Alguns animais com sintomas 
neurológicos não apresentavam outras alterações ao 
exame físico. Vinte e quatro cães (58,53%) possuíam 
anticorpos anti-N. caninum e 15 (36,58%) anti-T. gon-
dii. O título de anticorpos anti-N. caninum e anti-T. 
gondii dos animais com alterações neurológcias, bem 
como os sintomas de cada animal, apresentam-se lis-
tados no quadro 1. Em nenhum dos cortes histológi-
cos dos 40 cães avaliados foram observados corpús-
culos de inclusão do vírus da cinomose.
Reação de imunoistoquímica para L. (L.) infantum 
chagasi

Não foram identificadas formas amastigotas do pa-
rasita nos fragmentos encefálicos avaliados. No en-
tanto, em 23/40 (57,5%) animais foram observadas 
áreas de marcação antigênica no interior de vasos 
sanguíneos.
Reação de imunoistoquímica para linfócitos  CD3+

Em 31/40 (77,5%) cães foram observados linfócitos 
CD3+ no encéfalo (Figura 1a), variando em intensi-
dade de acordo com o fragmento analisado. Todos os 
cães com sintomas neurológicos e 24/30 (80%) cães 
sem sinais de envolvimento neurológico apresenta-
ram imunomarcação para CD3+. Destes, quatro não 
apresentavam sintomas evidentes da doença. Verifi-
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cou-se uma diferença estatisticamente significativa 
(p=0,0011) entre as imunomarcações do grupo con-
trole e dos cães com sintomas neurológicos (Tabela 
1). Os últimos apresentaram maior intensidade de 
marcação antigênica quando comparado ao grupo 
sem sintomas neurológicos; no entanto, na maior par-
te dos animais a marcação antigênica variou de rara 
(+) a moderada (+++). As regiões que mais apresenta-
ram imunomarcação para CD3+ foram o lobo frontal, 
o mesencéfalo e o cerebelo, independente do tipo de 
sintoma neurológico apresentado pelos animais. 
Reação de imunoistoquímica para linfócitos CD4+

Em 10/40 (25%) cães foram observados linfócitos 
CD4+, sendo a marcação antigênica mais evidente no 

grupo de cães com sintomas neurológicos (p=0,0090). 
Dos animais com quadro neurológico 5/10 (50%) 
apresentaram imunomarcações (Tabela 1). A marca-
ção variou de leve (+) a intensa (++++), e as regiões 
que mais apresentaram CD4+ foram o plexo coroide 
e o mesencéfalo.
Reação de imunoistoquímica para linfócitos CD8+

Dos 40 cães analisados, apenas quatro apresentaram 
marcação antigênica para linfócitos CD8+, sendo to-
dos com sintomas neurológicos (p=0,021) (Tabela 
1). A marcação antigênica variou em intensidade de 
acordo com a região analisada. Um animal apresen-
tou raros linfócitos CD8+ em região de cerebelo, dois 
animais apresentaram marcação moderada em região 

CÃO Idade
(anos)

RIFI
Toxo

RIFI
Neo SINTOMAS

N1 1 neg. neg.  convulsões generalizadas
N2 3 neg. 1:100 convulsões generalizadas
N3 5 1:256 1:3200 locomoção atáxica, espasticidade de membros, hipermetria
N4 3 neg. neg. locomoção atáxica
N5 2 neg. neg. incapacidade para movimentação da mandíbula, tremor de intenção
N6 1 neg. neg. tetraparesia, nistagmo, estrabismo posicional, ceratoconjuntivite seca
N7 1 neg. neg. convulsões generalizadas, paresia de membros pélvicos
N8 1 neg. neg. locomoção atáxica
N9 4 neg. neg. locomoção ataxica, quedas, midríase bilateral, alopecia periocular

N10 3 neg. neg. inclinação de cabeça, andar em círculos para a direita
Quadro 1 -	Idade, título de anticorpos anti-Toxoplasma gondii (RIFI Toxo) e anti-Neospora caninum (RIFI 

Neo) e alterações clínicas observados em 10 cães sem raça definida, naturalmente acometidos por 
leishmaniose visceral com sintomas neurológicos (grupo neurológico) (neg. - negativo)

Figura 1 - Fotomicrografias de encéfalo de cães infectados por L.(L.) infantum chagasi. (a) Linfócitos CD3+ 
(seta) em região de meninges, visualizados através do método de imunohistoquímica– LSAB; 
(b) macrófagos (seta) em plexo coroide de ventrículo lateral, visualizados através do método de 
imunohistoquímica– LSAB. Barra: 50µm
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de córtex frontal e um único cão apresentou marca-
ção intensa em região de lobo piriforme. 
Reação de imunoistoquímica para macrófagos

Em 38/40 (95%) cães estudados foram observados 
macrófagos (Figura 1b) no sistema nervoso central, 
principalmente em região de plexo coroide. Não foi 
verificada diferença estatisticamente significativa en-
tre os grupos (p= 0,7664) (Tabela 1). Na maior parte 
dos animais, a marcação antigênica variou de rara (+) 
a leve (++). 

Discussão e Conclusões

Embora a leishmaniose visceral canina seja uma 
doença sistêmica crônica, a literatura a respeito de 
animais com comprometimento neurológico é escas-
sa. De 215 cães naturalmente acometidos por leish-
maniose visceral avaliados clinicamente em Araçatu-
ba-SP, área endêmica para a doença, 4% apresentaram 
sintomas neurológicos11. Os sintomas neurológicos 
observados nos cães do presente estudo foram seme-
lhantes aos descritos por Marcondes3 e José-Lopez, De 

La Fuente e Añor12. Os últimos autores descreveram 
a ocorrência de alterações neurológicas de evolução 
aguda em dois cães com leishmaniose visceral, que 
apresentaram melhora após um mês da instituição do 
tratamento para a doença. A observação de animais 
com sinais de comprometimento neurológico restrito 
a algumas regiões encefálicas, tal como o que ocorreu 
em dois cães cujos sintomas evidenciavam uma lesão 

em tronco encefálico e cerebelo (N5) e no sistema 
vestibular central do lado direito (N10), dificultam o 
diagnóstico da doença. Nos dois animais a avaliação 
histopatológica do encéfalo identificou a presença 
de um infiltrado perivascular linfoplasmocitário, sa-
telitose e neuronofagia, sem observação de cistos ou 
lesões localizadas nas áreas acometidas, compatíveis 
com a ocorrência de um acidente vascular cerebral, 
uma neoplasia ou meningoencefalite granulomatosa, 
distúrbios que foram considerados também quando 
da elaboração do diagnóstico diferencial, apesar da 
idade dos cães. Os sintomas evidenciados nos animais 
do presente estudo e relatados por outros autores3,11,12 
chamam a atenção para a necessidade de inclusão da 
leishmaniose visceral entre as possíveis causas de pro-
blemas neurológicos, principalmente em cães viven-
do em áreas endêmicas para a doença. 

Somente dois cães com sintomas neurológicos 
possuíam títulos de anticorpos anti-T. gondii (N3) 
e anti-N. caninum (N2 e N3), agentes que têm sido 
observados em associação com infecções por L. (L.) 
infantum chagasi em áreas endêmicas13. No entanto, 
o exame histopatológico do sistema nervoso central 
não evidenciou a presença de cistos dos parasitas. 
Nos animais do presente estudo houve uma maior 
proporção de cães com título de anticorpos anti-N. 
caninum (58,53%) quando comparado aos cães com 
anticorpos anti-T. gondii (36,58%), divergindo dos 
achados de Gennari et al.13 que verificaram 32,6% de 
sororeatividade para neosporose e 41% para toxoplas-

Tabela 1 -	Mediana (Md), valor mínimo (Min) e máximo (Max) da soma dos escores 
utilizados para determinar a imunomarcação para linfócitos CD3+, CD4+, 
CD8+ e macrófagos (MO) no encéfalo de 40 cães naturalmente acometidos 
por leishmaniose visceral, sem (controle) e com (neurológico) presença de 
sintomas neurológicos

Marcadores Controle (n=30) Neurológico (n=10) p(1)

Md Min – Máx Md Min-Máx
CD3+ 2 0-9 7 3-11 0,0011
CD4+ 0 0-4 1 0-7 0,0090
CD8+ 0 0-0 0 0-4 0,0021
MO 2 0-8 3 0-12 0,7664

(1) Teste de Mann-Whitney
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mose em cães com leishmaniose visceral provenientes 
da mesma área endêmica. Apesar destes resultados, 
não é possível creditar a esses agentes infecciosos as 
alterações observadas no sistema nervoso dos cães do 
presente estudo, uma vez que oito (80%) cães com al-
terações neurológicas não possuíam anticorpos séri-
cos contra esses parasitas.  Nestes, também não foram 
observados corpúsculos de inclusão do vírus da cino-
mose nos cortes histológicos encefálicos, sugerindo a 
ausência de participação deste agente infeccioso no 
desenvolvimento das alterações neurológicas.

Apesar de não terem sido identificadas formas 
amastigotas do parasita no encéfalo dos cães, corro-
borando os resultados de estudos anteriores realiza-
dos por Marcondes3, não é possível excluir a partici-
pação do parasita na etiopatogenia das lesões, uma vez 
que outros estudos identificaram o mesmo no tecido 
nervoso5,7. Os resultados de estudos pretéritos4,8,9,10 
também sugerem que o parasita penetra no tecido 
nervoso, uma vez que foram identificados anticorpos 
anti-Leishmania  no liquor de cães com leishmaniose 
visceral, inclusive em quantidades superiores às dos 
anticorpos séricos8, sugerindo uma produção local 
e não só uma quebra da barreira hematencefálica. 
Gonçalves et al.14 identificaram o DNA do parasita no 
líquido cefalorraquidiano de cães naturalmente aco-
metidos pela doença, sugerindo que há passagem de 
parasitas ou fragmentos destes pela barreira hemato-
liquórica. Mais recentemente, Márquez et al.15 descre-
veram a presença de Leishmania infantum no liquor, 
nervos espinhais, medula espinhal, parênquima ce-
rebral e plexos coroides de um cão que apresentava 
quadro de tetraplegia, depressão e ausência de refle-
xos posturais. 

Entretanto, a ausência do parasita no encéfalo de 
alguns cães sugere também a participação do siste-
ma imune na patogenia do quadro neurológico. Cães 
que desenvolvem alterações clínicas decorrentes de 
leishmaniose visceral possuem uma severa depressão 
da função de células T e uma elevação nos títulos de 

anticorpos séricos, demonstrando uma falha da imu-
nidade celular e aumento da imunidade humoral11. 
Nos animais do presente estudo, foram detectadas di-
ferenças significativas entre animais do grupo contro-
le e do grupo neurológico no que tange a presença de 
linfócitos CD3+ (p=0,0011), com evidente aumento 
de marcação no segundo grupo (Tabela 1), sugerindo 
a participação dessas células na patogenia da doen-
ça no sistema nervoso central.  Apesar das diferenças 
observadas entre os grupos, verificou-se que 80% dos 
cães sem sintomas neurológicos também apresenta-
vam imunomarcação para CD3+, confirmando as ob-
servações de Melo e Machado16, que verificaram um 
maior número de células CD3+ no encéfalo de cães 
com leishmaniose visceral sem sintomas neurológicos 
em relação a animais não infectados16. Tais achados 
diferem das observações de Marcondes3 que, ao ava-
liar 39 cães com leishmaniose visceral, dos quais 21 
possuíam sintomas neurológicos, verificou marcação 
de células CD3+ semelhante nos animais de ambos os 
grupos. 

Os cães com sintomas neurológicos apresentaram 
linfócitos CD3+ em lobo frontal, mesencéfalo e cere-
belo, com raras células identificadas no plexo coroide. 
Apesar de estudos anteriores terem identificado a pre-
sença de intenso infiltrado inflamatório e marcação 
para linfócitos T CD3+ na região do plexo coroide de 
cães portadores de leishmaniose visceral sem quadro 
neurológico10,17, nenhum dos animais avaliados nes-
tes estudos possuía sintomas neurológicos. É provável 
que a resposta inflamatória nesta região seja depen-
dente do tempo de evolução da doença. Somente cé-
lulas T ativadas penetram no tecido nervoso16 e, de 
acordo com Melo e Machado10 e Melo et al.17, o plexo 
coroide deve ser o local de entrada destas células. A 
presença de sintomas neurológicos nos cães do pre-
sente estudo sugere um maior tempo de evolução da 
doença a nível encefálico, uma vez que estes aparecem 
com o agravamento das alterações histopatológicas. 
Deste modo, é provável que haja uma presença maior 
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de células CD3+ no plexo coroide no início do pro-
cesso inflamatório do sistema nervoso central e que, 
com a evolução da doença estas células se dispersem 
para outros locais no encéfalo.

Apesar de linfócitos CD3+ terem sido encontrados 
em todos os cães com sintomas neurológicos, o mes-
mo não aconteceu com linfócitos T CD4+ e CD8+, 
sugerindo a participação de células CD3+CD4-CD8-, 
tais como as NK (natural killer),  linfócitos TCD3+ αß 
ou TCD3+gd, na patogenia das lesões. As células NK, 
além de possuírem a capacidade de lisar células in-
fectadas, podem modular a resposta imune por meio 
da secreção de citocinas pró-inflamatórias e da inte-
ração com células apresentadoras de antígenos18,19. 
Além das células NK, foi identificado por citometria 
de fluxo um grupo heterogêneo de linfócitos T que 
expressa marcadores NK e T, conhecido como células 
TNK. Estas células produzem citocinas rapidamente 
e, dessa forma, influenciam diversas respostas imunes 
e processos patogênicos. Apesar de já terem sido iden-
tificados fatores que promovem seu desenvolvimento, 
mecanismos de regulação da produção de suas cito-
cinas, e como estas células podem influenciar células 
dendríticas e outros tipos celulares, o conhecimento 
de antígenos naturais reconhecidos pelas células TNK 
e seu papel fisiológico ainda permanecem incertos. A 
ativação destas células pode levar tanto a supressão 
quanto a estimulação da resposta imune. Possivel-
mente existem subclasses de células TNK, na depen-
dência do local anatômico e do fenótipo da superfície 
celular, cuja ativação leva a respostas distintas. Outra 
possibilidade é de que a qualidade do sinal no recep-
tor celular influencie no padrão de citocinas produ-
zidas20. Estas células já foram implicadas na resposta 
imune a infecção por Leishmania19,21.

Linfócitos TCD3+αß e TCD3+gd também já foram 
implicados na patogenia da leishmaniose visceral 
e cutânea em humanos22.  Antonelli et al23, verifica-
ram que 75% das células T CD4-CD8- na circulação 
de pacientes com leishmaniose cutânea expressavam 

receptores αß, enquanto as outras expressavam recep-
tores gd. Em contraste, em indivíduos não infectados 
a relação é oposta, com apenas 20% de expressão de 
receptores αß. Linfócitos TCD3+gd também encon-
tram-se significantemente aumentadas na circulação 
de pacientes com leishmaniose visceral, indicando 
que devem possuir um importante papel na resposta 
imune primária ao parasita24,25. Estas células secretam 
altos níveis de fator de crescimento e de fator de dife-
renciação de linfócitos B, importantes no desenvol-
vimento da resposta imune humoral, levando a pro-
dução de imunoglobulinas, que agravam o quadro de 
leishmaniose visceral24.

Em 10/40 (25%) animais foram observados lin-
fócitos CD4+, mais evidente no grupo de cães com 
sintomas neurológicos, e somente quatro (10%) cães 
com sintomas neurológicos apresentaram marcação 
antigênica para linfócitos CD8+. Cães naturalmente 
infectados por L. infantum apresentam uma redução 
nas populações de CD4+ e CD8+, que são restauradas 
após o tratamento26. Não existem estudos na literatu-
ra compilada que tenham investigado a participação 
dessa classe de linfócitos no sistema nervoso central 
de indivíduos acometidos por leishmaniose visceral, 
seja canina ou humana. No entanto, estudos realiza-
dos no tecido renal de cães naturalmente acometidos 
pela doença evidenciaram a presença de linfócitos 
T CD4+ e T CD8+ em quatro e em apenas um, de 
seis animais avaliados, respectivamente27. Linfócitos 
CD8+ parecem estar envolvidos com o controle da 
infecção na leishmaniose visceral, uma vez que foram 
detectados em cães assintomáticos experimentalmen-
te infectados com Leishmania infantum, mas não fo-
ram observados em animais sintomáticos, sugerindo 
que a lise de macrófagos infectados por linfócitos T 
citotóxicos representa um mecanismo adicional no 
combate ao parasita28. Esse fato poderia explicar o pe-
queno número de animais com imunomarcação para 
estas células no presente estudo, já que todos os cães 
apresentavam sintomas da doença. No entanto, novos 
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estudos devem ser conduzidos para elucidar porque 
estas células estavam presentes em pequeno núme-
ro apenas em animais com sintomas neurológicos e, 
portanto, com um quadro mais acentuado de lesões 
encefálicas.

Foram observadas marcações antigênicas para ma-
crófagos nos animais dos dois grupos, principalmente 
no plexo coroide, demonstrando a participação des-
tas células na patogenia da doença independente da 
presença do quadro neurológico, e corroborando os 
achados de Marcondes3 que, no entanto, encontrou 
uma maior marcação em cães com sintomas neuroló-
gicos. A barreira hematoliquórica,  presente no plexo 
coroide, bloqueia a passagem de substâncias do san-
gue para o liquor. Estudos anteriores demonstraram 
que esta barreira encontra-se rompida e que o plexo 

coroide age como a via de início do processo inflama-
tório no sistema nervoso central de cães com leish-
maniose visceral10,17,29. Apesar de não ter sido identifi-
cada a presença de formas amastigotas do parasita no 
encéfalo dos cães do presente estudo, antígenos solú-
veis ou outras proteínas podem ter mediado eventos 
inflamatórios intravasculares, conforme salientado 
por Melo e Machado16.

Baseando-se nos resultados do presente estudo, é 
possível concluir que as alterações neurológicas as-
sociadas à leishmaniose visceral canina não são de-
pendentes da presença do parasita no tecido nervoso 
e devem estar relacionadas a um mecanismo imuno-
mediado. No entanto, novos estudos precisam ser re-
alizados para identificar outros tipos celulares envol-
vidos na patogênese das lesões. 
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