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RESUMO.- As leishmanioses compreendem um complexo 
de doenças causadas por parasitos intracelulares obriga-
tórios pertencentes ao gênero Leishmania. Consideradas 
como importante problema de saúde pública, sendo os cães 

domésticos os principais responsáveis pela manutenção da 
cadeia epidemiológica da doença, estima-se que mais da 
metade dos cães infectados não manifestam sinais clínicos 
da enfermidade. Avaliou-se o perfil de IL-10 e INF- γ de 
cães naturalmente infectados com Leishmania (Leishma-
nia) chagasi no município de São Luís-MA. Foram coletadas 
50 amostras, sendo 20 de animais positivos e sintomáticos 
para Leishmaniose Visceral Canina (LVC), 20 de animais 
positivos e assintomáticos e 10 de animais sabidamente ne-
gativos para a LVC. As amostras foram analisadas pelo tes-
te imunocromatográfico rápido Dual Path Platform (DPP/
Biomanguinhos®) e pelo ELISA (EIE/Biomanguinhos®) in-
direto para detecção de anticorpos anti-Leishmania. Após 
as confirmações dos testes, foi realizado o ELISA de captura 
para quantificação das citocinas IL-10 e INF-γ através do 
kit Milliplex MAP. Houve diferença estatística entre os gru-
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groups, observing an increase of IL-10 in blood of symptomatic dogs for CVL, compared to 
the group of asymptomatic animals, suggesting that animals with this expression of IL-10 
may be associated with susceptibility to disease. As well as the increase in IFN-γ levels in 
asymptomatic dogs, compared to the symptomatic dog group, could be related to chronic-
ity of the disease.
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pos, observando um aumento de IL-10 em soros de cães 
sintomáticos para LVC, comparado com o grupo de animais 
assintomáticos, sugerindo que animais com essa expressão 
de IL-10 podem estar associados à susceptibilidade a doen-
ça. Assim como o aumento dos níveis de INF-γ observados 
em cães assintomáticos, comparado com o grupo de cães 
sintomáticos, poderiam estar relacionados à cronicidade 
da doença.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: IL-10, INF-γ, cães, Leishmania  chagasi, 
leishmaniose, sinais clínicos, imunologia.

INTRODUÇÃO
As leishmanioses compreendem um grupo de doenças crô-
nicas transmitidas por parasitas intracelulares do gênero 
Leishmania. Os cães domésticos são os principais respon-
sáveis pela manutenção da cadeia epidemiológica da doen-
ça, pois vivem diretamente com o homem. Nesse contexto, 
a leishmaniose vem sendo considerada como importante 
problema de saúde pública (WHO 2013).

As diferentes manifestações clínicas estão relacionadas 
à espécie de Leishmania e a resposta imune do hospedei-
ro, podendo variar desde animais assintomáticos a animais 
sintomáticos apresentando diversas formas clínicas, como 
febre, perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia, ane-
mia e úlceras, este último relacionado à leishmaniose cutâ-
nea (Handman & Bullen 2002).

A infecção por Leishmania pode desencadear dois tipos 
de imunidade adaptativa associada à atividade dos linfóci-
tos: a resposta humoral (anticorpos), associada à suscepti-
bilidade à doença, e a resposta celular que preferencialmen-
te promove a resistência à infecção (Rosa & Machado 2011).

Em cães assintomáticos, a infecção por Leishmania 
(Leishmania) chagasi normalmente promove a doença 
sistêmica crônica, associada a uma resposta proliferativa 
específica, m produção de INF-γ, IL-2 e TNF-β e baixos títu-
los de anticorpos anti-Leishmania. Já os cães sintomáticos 
apresentam depressão das funções das células T com pro-
dução de IL-10 e TGF-β e altos níveis de anticorpos especí-
ficos (Corrêa et al. 2007).

O INF-γ aumenta a expressão da enzima óxido nítrico 
sintase induzida (iNOS) nos macrófagos, gerando espécies 
reativas de nitrogênio e oxigênio, tais como o superóxido 
e o óxido nítrico, eficazes para a eliminação da Leishmania 
em ambiente intracelular (Goriely et al. 2009).

A IL-12 é a primeira citocina liberada em um tecido 
infectado e é essencial para a iniciação e polarização da 
resposta imune e também para a inibição da apoptose das 
células Th1. É produzida por células dendríticas e por ma-
crófagos, desempenhando um papel importante na fase ini-
cial da inflamação, porém por um curto período de tempo 
(Baneth 2006).

A IL-10 é capaz de desativar os macrófagos, inibindo 
suas funções leishmanicidas; suprimindo a apresentação 
de antígenos e a maturação das células dendríticas; além de 
suprimir a produção de INF-γ pelas células T e NK; regulan-
do negativamente a IL-12 e promovendo a sobrevida das 
células B, as quais também são fonte de IL-10. As células B, 
por sua vez, levam à produção de anticorpos e a formação 
de imunocomplexos, que acarretam em dano tecidual (Al-

ves et al. 2009). Além da IL-10 alguns parasitas induzem a 
produção de TGF-β que também exibe propriedades anti-
-inflamatórias (Gantt et al. 2003).

Alguns estudos relatam que a IL-10 não tem efeito ini-
bitório direto sobre INF-γ e IL-12, e que esta observação 
talvez não tenha relação com a imunossupressão da res-
posta mediada por células nestes animais ou com a doença 
severa associada à expressão da IL-10, pois alguns animais 
não conseguiram controlar a infecção (Quinnell et al. 2001, 
Santos-Gomes et al. 2002).

É importante ressaltar que a saliva do vetor tem função 
imunomodulatória (Paranhos et al. 1993).

Desta forma torna-se importante a realização do estu-
do da expressão de IL-10 e INF- γ, na infecção natural por 
Leishmania (Leishmania) chagasi com e sem manifestações 
clínicas no município de São Luís-MA.

MATERIAL E MÉTODOS
O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação 
Animal da Universidade Estadual do Maranhão (CEEA/UEMA), 
processo Nº 020/2014.

Amostras. Cinquenta cães independentes do sexo, raça e 
idade, foram selecionados aleatoriamente, dos atendimentos do 
Hospital Veterinário Universitário da Universidade Estadual do 
Maranhão (UEMA). Os cães foram submetidos ao exame clínico 
detalhado, bem como a realização de testes parasitológicos de fe-
zes e pesquisas de hemoparasitas, os dados foram anotados em 
fichas clínicas individuais. Aqueles cães com infecção por Leish-
mania chagasi comprovada pelo teste rápido (DPP/Biomangui-
nhos®), e pelo teste sorológico (EIE-LVC/Biomanguinhos®), e li-
vres de outras doenças foram divididos em grupos com formas 
polares da doença: um grupo com vinte animais assintomáticos e 
outro com vinte animais com sinais bem definidos para LVC e um 
terceiro composto por 10 animais livres de infecção por L. chagasi.

Amostras de sangue foram obtidas através da venopunção da 
veia cefálica ou jugular dos animais e acondicionadas em tubos 
de ensaio. Logo após, o soro foi acondicionado em microtubo de 
polietileno e armazenado a -20°C até a realização dos testes e ava-
liação do perfil de IL-10 e INF-γ.

Sorologia para leishmaniose. O teste de ELISA (EIE-LVC/
Biomanguinhos®) indireto foi realizado com o objetivo de con-
firmar os animais positivos e negativos no DPP-Biomanguinhos®, 
juntamente com a sintomatologia clínica dos cães, por serem 
oriundos de uma área endêmica e com um alto índice de trans-
missão. Identificando os que apresentavam título de anticorpos 
para Leishmania (Leishmania) chagasi. Os cães que apresentaram 
títulos baixos associados à clínica e aos demais índices, foram 
classificados em animais livres da infecção por Leishmania (Leish-
mania) chagasi e utilizados no grupo controle. O ponto de corte 
considerado para o ensaio foi de 0,375 determinado pela média 
da densidade óptica dos orifícios do controle negativo multipli-
cado por dois. As microplacas de polietileno de 96 poços (EIE-
-LVC/Biomanguinhos®) foram previamente sensibilizadas com 
Leishmania major. Foram diluídos em tubos, 5µL dos controles 
e das amostras de soro homogeneizadas, em 500µL do diluente 
(1:100) disponibilizado no kit. Logo em seguida, na placa sensibi-
lizada foram distribuídos 100µL dos controles e das amostras já 
diluídas. A placa foi levada à estufa a 37°C por 30 minutos. Logo 
após, o conteúdo da placa foi lavado 6x em seguida, com 200µL/
orifício, aguardando 30 segundos entre cada lavagem. Foram ho-
mogeneizados e distribuídos 100µL da diluição do conjugado em 
cada poço da placa e incubada novamente a 37°C por 30 min. La-
vados novamente em solução PBS para então serem distribuídos 



Pesq. Vet. Bras. 38(1):129-132, janeiro 2018

131Quantificação da IL-10 e do INF-γ em cães com ou sem sinais clínicos de infecção com Leishmania (Leishmania) chagasi

100µL do substrato em todos os orifícios. Deixado à temperatura 
ambiente e ao abrigo da luz, durante 30 minutos. Em seguida, fo-
ram adicionados 50µL de ácido sulfúrico 2M em todos os orifícios 
para bloquear a reação. A leitura foi realizada em espectrofotôme-
tro para microplacas de 96 poços utilizando-se filtro para compri-
mento de onda de 450nm.

Determinação das citocinas. As citocinas (IL-10 e INF-γ) 
presentes nas amostras de plasma foram quantificadas utilizando 
uma plataforma multiplex customizada (MILLIPLEX MAP magne-
tic bead-based multi-analyte panels, Merck Millipore®) e analisa-
da em leitor de placas próprio (Luminex Multiplexing Instrument 
- EMD Millipore, Luminex Corporation, Austin, TX, USA). Confor-
me a metodologia do fabricante, as amostras foram adicionadas 
às placas específicas para o ensaio e diluídas em tampão forneci-
do pelo kit e, após a incubação com microesferas magnéticas flu-
orescentes recobertas por anticorpos de captura específicos para 
as citocinas listadas, realizou-se a leitura das amostras no equipa-
mento. Os dados adquiridos foram analisados através do software 
Milliplex Analyst v3.5 (Millipore; VigeneTech Inc., Boston, EUA) 
utilizando uma curva logística de três parâmetros.

Análise estatística. A realização dos testes estatísticos foi 
com o apoio instrumental do software GraphPad Prism 5.0 (Prism 
Software, Irvine, CA, USA). A normalidade dos dados foi demons-
trada pelo teste T de Student. Os testes de análise de variância 
(ANOVA) seguidos pelo teste de comparações múltiplas de Tukey 
foram empregados para avaliação entre os grupos do perfil de 
citocinas. Os dados obtidos foram considerados estatisticamente 
significativos quando o valor de P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Determinação da IL-10

A IL-10 pode ter suprimido a resposta imunológica pro-
tetora em nosso estudo levando à progressão da doença 
com o aumento da expressão do parasito na célula, como 
encontrado por Iniesta et al. (2002), Bogdan et al. (1991), 
Karp et al. (1993), Wilson et al. (1998) e Bacellar et al. 
(2002).

Níveis superiores de IL-10 foram observados em cães 
com sintomatologia clínica para LVC, em relação ao gru-
po dos animais assintomáticos (Fig.1), essa relação indica 
que os macrófagos e as células T, dos cães infectados, estão 
produzindo IL-10 em resposta ao antígeno de Leishmania 
e tal produção talvez seja importante para que o parasito 
persista nas células do hospedeiro. Isso ocorre porque a IL-

10 inibe a função das células apresentadoras de antígeno, 
pela diminuição da expressão de moléculas do complexo 
MHC de classe II e moléculas coestimulatórias, impossibili-
tando as funções de apresentação de antígenos por células 
dendríticas e macrófagos, já que a suscetibilidade a doença 
se deve a resposta regulatória Th2. A IL-10 também pode 
inibir a maturação e migração de células dendríticas, além 
de contribuir para a apoptose de células T e aumento da 
sobrevivência de células B, que podem ser fonte da geração 
de mais IL-10.

Além disso, ocorre também a inibição da produção de 
IL-12, o que pode resultar em inibição de uma resposta an-
tígeno-específica do tipo Th1, necessária para o aumento 
da produção de INF-γ. Assim, o aumento da produção de 
anticorpos característico da LV pode contribuir para a pa-
togênese da doença, causando danos teciduais pela deposi-
ção de imunocomplexos, que por sua vez podem estimular 
monócitos e macrófagos a produzirem mais IL-10 (Nylén & 
Sacks 2007).

Determinação do INF-γ
Em nosso estudo níveis elevados de INF-γ (Fig.2) no 

soro de cães assintomáticos em comparação com os níveis 
dos animais sintomáticos, naturalmente infectados por L. 
(L.) chagasi, mostram que a análise dessa relação poderia 
ser explicada pela estimulação a apresentação de antígenos 
pelo aumento da expressão de moléculas do MHC das clas-
ses I e II desencadeando uma resposta protetora à infecção, 
por meio da resposta Th1, corroborando com os achados 
de Santos-Gomes et al. (2002), Chamizo et al. (2005).

Fig.1. Quantificação da IL-10 no soro sanguíneo. Média e desvio-
-padrão do grupo de cães assintomáticos e sintomáticos, na-
turalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi, 
obtidos no ensaio de ELISA de captura. As letras a e b mostram 
diferenças significativas (P<0,05) em comparação com os gru-
pos assintomático e sintomático, respectivamente.

Fig.2. Quantificação do IFN-γ no soro sanguíneo. Média e desvio-
-padrão do grupo de cães assintomáticos e sintomáticos, na-
turalmente infectados por Leishmania (Leishmania) chagasi, 
obtidos no ensaio de ELISA de captura. As letras a e b mostram 
diferenças significativas (P<0,05) em comparação com os gru-
pos assintomático e sintomático, respectivamente.

Contrariando os achados de um trabalho desenvolvido 
por Sanchez-Robert et al. (2008) que foi demonstrado um 
aumento da expressão de INF-γ em CMSP nas formas clíni-
cas mais graves da LVC, o que também aponta para o papel 
imunopatológico dessas citocinas nos processos relaciona-
dos a inflamação generalizada e visceral.

O INF-γ é produzido por células T, dendríticas, macró-
fagos e células “natural killer” (NK) e tem a função de in-
duzir a síntese de óxido nítrico, ativando funções microbi-
cidas possuindo um espectro de ação muito amplo, sendo 
considerada uma das principais citocinas estimuladoras 
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da imunidade contra infecções, atuando em ambas as res-
postas imunes, inata e adaptativa. É considerado o princi-
pal ativador de macrófagos, estimula a resposta imune por 
favorecer o crescimento de células Th1 em detrimento das 
Th2, e estimula a apresentação de antígenos pelo aumento 
da expressão de moléculas do MHC das classes I e II.

Dessa forma, os resultados provenientes da análise da 
expressão de INF-γ, possibilitam inferir que a expressão 
aumentada e simultânea desses mediadores deve estar 
intimamente envolvida com mecanismos imunoproteto-
res durante a LVC, visto que, observou-se aumento dessas 
citocinas no soro de animais portadores da forma clínica 
assintomática.

CONCLUSÃO
Os resultados obtidos sugerem que o aumento dos níveis de 
IL-10 no soro dos cães portadores dos sinais clínicos para 
LVC podem estar relacionados a susceptibilidade à doença, 
quando comparado com os níveis dos cães assintomáticos 
analisados. Da mesma maneira que o aumento dos níveis 
de INF-γ no soro dos cães assintomáticos observados pode 
estar associado à cronicidade da infecção.
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