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RESUMO 
 
 

O implante autógeno de baço é uma opção para a preservação das funções 
esplênicas após esplenectomia total. Indivíduos esplenectomizados são mais 
susceptíveis a infecções por diversas bactérias, havendo poucos relatos sobre a 
importância do baço na resistência a infecção por parasitos do gênero Leishmania. 
As leishmanioses são doenças infecciosas causadas por protozoários unicelulares 
flagelados, que sobrevivem em macrófagos após a fagocitose. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar a influência da esplenectomia e de implantes esplênicos 
autógenos na carga parasitária e produção de citocinas como IFN-γ, IL-12, TNF-α, 
 IL-10 e IL-17 no fígado e baço de camundongos BALB/c infectados 
intraperitonialmente com 106 promastigotas de Leishmania chagasi. A presença de 
infiltrados inflamatórios no fígado dos animais infectados foi também avaliada em 
cortes de tecidos incluídos em parafina corados com hematoxilina-eosina. 
Camundongos BALB/c foram divididos nos seguintes grupos: esplenectomizado 
(SP), esplenectomizado e autotransplantado em grande omento (AT), e controle 
operado (CT). Trinta dias após a realização da cirurgia os animais foram infectados 
com 106 promastigotas de L. chagasi. Após trinta dias da infecção os animais foram 
eutanasiados, tendo o baço e fígado coletados, macerados e usados para avaliar a 
carga parasitária pelo método da diluição limitante e os sobrenadantes dos 
macerados utilizados para a produção de citocinas pelo método de ELISA. Os 
resultados obtidos mostram que os animais esplenectomizados apresentam carga 
parasitária maior no fígado quando comparados aos grupos CT e AT, coincidindo 
também com a maior produção de IL-10. Por outro lado, animais esplenetomizados 
tiveram menor produção de IFN-γ, IL-12 e TNF-α, quando comparados aos animais 
controle e autotransplantado em grande omento. Já a IL-17 foi produzida em maior 
quantidade no fígado dos animais esplenectomizados. Nos animais SP e AT foram 
observados poucos infiltrados de células mononucleares no fígado, em comparação 
aos animais CT, que mostraram um acúmulo moderado de infiltrados no fígado. Os 
resultados obtidos sugerem a importância do baço para o desenvolvimento de uma 
resposta imune mais efetiva à infecção com L. chagasi. Isto correlaciona com a 
produção elevada de citocinas pro-inflamatórias com perfil Th1, e maior 
recrutamento de células mononucleares para o sítio de infecção. Portanto a 
esplenectomia pode interferir no padrão de resposta imunológica dos animais 
infectados com L. chagasi, levando a maior suscetibilidade a infecção. 
 
 
Palavras-chave: esplenectomia, Leishmania, citocinas, carga parasitária. 

 
 
 
 
 



 

ABSTRACT 
 
 

The autogenous implant of spleen is an option for the preservation of splenic function 
after total splenectomy. Although it has been demonstrated that splenectomized 
individuals are more sensitive to infections by various bacteria, few reports existing 
on the importance of the spleen in resistance to infection by Leishmania sp. 
Leishmaniasis is an infectious disease caused by an unicellular flagellate protozoa, 
which survive in macrophages after phagocytosis. The objective of this work was to 
evaluate the influence of splenectomy and autogenous implant of spleen on the 
parasitic load and in the production of IFN-γ, IL-12, TNF-α, IL-10 and IL-17 in the liver 
and spleen of BALB/c mice infected intraperitoneally (i.p.) with 106 promastigotes of 
L. chagasi. Presence of inflammatory infiltrate in the liver of the infected animals was 
also evaluated, through hematoxylin-eosin staining of tissue cuts embedded in 
paraffin. BALB/c mice were divided into the following groups: splenectomized (SP), 
splenectomized and autotransplanted in the greater omentum (AT), and control group 
with sham operation (CT). Thirty days after the surgery the animals were infected i.p. 
with 106 promastigotas of L. chagasi. After thirty days of infection the animals were 
euthanized, the spleen and the liver collected, macerated, and used for evaluation of 
the parasitic load through the technique of limiting dilution, and for production of 
cytokines through the method of ELISA. The results obtained show that the 
splenectomized animals presented a larger parasitic load when compared to the CT 
and AT groups, having also a greater production of IL-10 in the liver. On the other 
hand, the CT and AT groups showed greater production of IFN-γ, IL-12 and TNF-α  
than the splenectomized group. The production of IL-17 was greater in the liver of the 
splenectomized animals. In the splenectomized animals few infiltrates of 
mononuclear cells were observed, in comparison to the animals with intact spleen, 
which showed a moderate accumulation of mononuclear cells in the liver. The results 
obtained suggest that the presence of the spleen favors the development of a more 
effective immune response to infection with L. chagasi, this being correlated with an 
elevated production of pro-inflammatory cytokines with Th1 profile, and greater 
recruitment of mononuclear cells to the infection site. However, splenectomy can 
interfere in the pattern of immunologic reponse of animals infected with Leishmania 
chagasi, leading to a greater sensitivity to the infection.  
 
Keywords: splenectomy, Leishmania, cytokines, parasite load. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 O baço 

As primeiras citações sobre baço se iniciaram com Hipócrates e se 

intensificaram com Galeno (130 a 200 d.C.) que afirmou ser o baço um órgão 

misterioso com funções a serem descobertas (PETROIANU, 2003a). Kyber (1870) 

estabeleceu a anatomia compartimental do baço em humanos, cães, cavalos e 

coelhos como sendo dividido em diversos segmentos por septos fibrosos e que 

estes eram irrigados por sua artéria própria (OLIVEIRA et al., 2008). 

Considerado um órgão misterioso e por ter sua função pouco conhecida, 

acreditava-se que sua remoção cirúrgica conseqüente ao trauma ou outras doenças, 

não provocaria dano maior ao paciente (PISTERS, 1994). No entanto, em 1919, 

Morris e Bullock sugeriram que a ausência do baço poderia estar associada ao 

aumento da susceptibilidade à infecção, incentivando a pesquisa sobre o tema. 

Estes pesquisadores advertiram que a morte que segue à infecção pós-

esplenectomia em seres humanos pode ter relação com os fatos observados 

experimentalmente e que os cirurgiões deveriam ter maior cautela na remoção do 

baço.  

Em 1929, O’Donnel publicou o primeiro relato de caso de infecção pós-

esplenectomia. Somente a partir da publicação de King e Shumacker (1952) na qual 

foram relatados casos de sepse fulminante pós-esplenectomia, é que o baço passou 

a ter despertada sua importância quanto à conservação. Dando continuidade aos 

estudos sobre as funções do baço, Singer (1973) verificou que a incidência de 

infecção grave e fatal é maior nos indivíduos esplenectomizados do que na 

população em geral. Coil (1978) demonstrou em seu estudo que animais 

esplenectomizados expostos a uma suspensão aerossol de Streptococcus 

pneumoniae são mais susceptíveis a infecção quando comparados aos animais que 

apresentavam o baço intacto. Assim, desde o conhecimento sobre o aumento do 

risco de infecção e septicemia relacionado à esplenectomia, os estudos sobre o 

baço tornaram-se progressivamente mais freqüentes. 

O baço constitui parte integral da resposta imune do hospedeiro. É o maior 

órgão linfóide secundário, localizado no quadrante superior esquerdo do abdome 
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(Fig. 1), pesando cerca de 150 gramas em adultos humanos. Macroscopicamente, o 

baço pode ser dividido em uma porção denominada polpa vermelha, rica em 

eritrócitos e macrófagos e outra denominada polpa branca onde se encontram 

folículos de tecido linfóide ricos em linfócitos T e B, plasmócitos, reticulócitos, 

fibrócitos e células dendríticas (Fig. 1).  É na polpa vermelha que o sangue é filtrado, 

enquanto a polpa branca é responsável pela defesa imunológica (PEREIRA et 

al.,1999). As áreas especializadas com acúmulos de linfócitos são conhecidas como 

polpa branca, contendo linfócitos B que se acumulam em folículos e uma bainha 

linfocítica periarteriolar (PALS), contendo linfócitos T que se acumulam ao redor de 

uma arteríola central. A polpa branca é separada da polpa vermelha rica em 

eritrócitos pela zona marginal (ZM) (CESTA, 2006). A ZM do baço de camundongos 

constitui-se de células reticulares, linfócitos B, células dendríticas, macrófagos 

metalofílicos marginais (MMM) e macrófagos da zona marginal (MZM). Os MMM 

estão localizados na borda interna da ZM, adjacente a polpa branca, enquanto os 

MZM estão presentes no limite externo da ZM, adjacente a polpa vermelha (ATO et 

al., 2004; GEIJTENBEEK et al., 2002). 

Na ZM, o sangue passa pelas arteríolas terminais, que se abrem nos 

sinusóides, onde passa lentamente favorecendo com que as partículas 

transportadas pela circulação sanguínea possam ser removidas pelos MZM e células 

dendríticas com alta eficiência. Adicionalmente à remoção dos antígenos da 

circulação, a ZM também tem um papel importante no direcionamento dos linfócitos 

que transitam do sangue para a polpa branca. Subpopulações de células dendríticas 

especializadas são encontradas nesta estrutura, ponto no qual os antígenos podem 

ser capturados e onde as respostas de células T e B podem ser moduladas 

(ENGWERDA et al., 2004). Essa organização estrutural é controlada por 

quimiocinas específicas, moléculas de adesão e receptores de endereçamento, 

fundamentais para permitir o funcionamento do sistema imune, que é dependente da 

interação entre as várias populações celulares que compõem o sistema imunológico 

e o órgão (MEBIUS e KRAAL, 2005). 

A função crucial de um órgão linfóide secundário é iniciar a resposta imune. O 

baço recebe células oriundas de outras regiões do corpo, denominadas 

apresentadoras de antígenos (APC). Dentre estas células estão os macrófagos, 

linfócitos B e células dendríticas, capazes de apresentar antígenos associados a 
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moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe II, 

podendo ativar linfócitos T CD4+ (ABBAS e LICHTMAN, 2005).  

O baço tem importante papel na defesa do organismo devido a seus 

mecanismos de filtração e fagocitose, além da produção de fatores do complemento 

e imunoglobulinas, em especial a IgM. É responsável pela fagocitose e depuração 

de partículas, bactérias, vírus, fungos e parasitos da corrente sanguínea (MARQUES 

et al., 2002b).   

Além disso, o baço funciona como um centro hematopoético até ao final da 

vida fetal. Após o nascimento a medula óssea torna-se o principal local deste 

processo (MOORE et al., 2004).  

O baço é responsável pela produção de tuftsina, um tetrapeptídeo circulante 

que atua estimulando a atividade e migração de células fagocíticas. Tal função é 

particularmente importante no período inicial de invasão bacteriana e na prevenção 

da infecção através da manutenção de um nível adequado de fagocitose. Também 

produz a properdina, molécula responsável por estabilizar a C3 convertase da via 

alternativa do sistema complemento, favorecendo a lise mediada pelo complemento 

e a produção de opsoninas que atuam na opsonização, facilitando a fagocitose de 

bactérias e células alteradas (WAISBERG et al., 1993). 

Outra importante função atribuída ao baço é a regulação do metabolismo 

lipídico. Acredita-se que o tecido esplênico atue como um grande filtro biológico 

captando e destruindo o LDL - colesterol, através de receptores na membrana de 

macrófagos, controlando assim os seus níveis e os de colesterol total (FATOUROS 

et al., 1995). Entretanto, Rezende e colaboradores (2007) sugeriram em seu trabalho 

que o baço parece não participar da regulação dos níveis de lipídios plasmáticos em 

camundongos BALB/c. 

Mesmo com todas as evidências científicas de que o baço é um órgão 

importante, tanto na defesa orgânica quanto por suas múltiplas funções metabólicas 

e hematológicas, a maior parte dos médicos continua indicando a retirada completa 

desse órgão para tratar ou controlar distúrbios metabólicos dislipidêmicos, como a 

doença de Gaucher, moléstias hematológicas, como a hepatoesplenomegalia e 

afecções oncológicas, destacando-se as leucoses (PETROIANU et al., 2008b).   

Nos serviços de emergência, observa-se que o baço é um dos órgãos intra-

abdominais mais freqüentemente lesados, principalmente em crianças vítimas de 

traumatismos abdominais contusos. Muitas vezes, a gravidade do quadro ou a 
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inexperiência do cirurgião leva à realização de esplenectomias totais (RESENDE e 

PETROIANU, 2001). Pacientes vítimas de traumatismos esplênicos e 

esplenectomizados assumem um estado de asplenia e consequentemente adquirem 

uma grande susceptibilidade a infecções que podem ser progressivas e fatais 

(TIMENS e LEEMANS, 1992).  

Estudos anteriores mostraram, tanto em humanos quanto em modelos 

experimentais, que a remoção do baço por esplenectomia resulta em perda da 

concentração de imunoglobulinas e prejudica a retirada de partículas do sangue 

(KANG et al., 2004; SIPKA et al., 2006). Isso pode ser comprovado pela gravidade 

da sepse que atinge mais de 2% de indivíduos esplenectomizados, com maior 

destaque em crianças, que possuem o sistema imunitário ainda imaturo, e em 

pessoas imunodeprimidas (RESENDE e PETROIANU, 2002). Os quadros sépticos 

graves são muito mais comuns em esplenectomizados do que na população em 

geral, a ponto da sepse estar envolvida no óbito em três quartos dos asplênicos, 

contra menos de um quarto dos que possuem baço. Alterações no metabolismo das 

bilirrubinas, de diversos aminoácidos e dos lipídios também são encontradas após a 

retirada completa do baço (PETROIANU et al., 2008a). O risco de desenvolvimento 

da infecção fulminante pós esplenectomia ocorre tanto em adultos, quanto em 

crianças, podendo surgir em qualquer época após a cirurgia e seu risco independe 

da indicação cirúrgica para a esplenectomia (MARQUES e PETROIANU, 2003).  A 

esplenectomia priva o organismo de um eficiente filtro fagocitário. Sepse e outras 

complicações infecciosas são conseqüências bem conhecidas da retirada do baço. 

Com o objetivo de diminuir esses efeitos adversos e preservar as múltiplas funções 

desse órgão, abordagens conservadoras do baço têm sido cada vez mais utilizadas 

quando não houver contra-indicação à conservação de tecido esplênico (LIKHITE, 

1978; MARQUES et al., 2003). Entretanto, quando a esplenectomia total é inevitável, 

o autotransplante de baço torna-se a única opção de preservação das funções 

esplênicas (PETROIANU, 2003b; SOUZA et al., 2005).  

De acordo com a literatura, para se manter a viabilidade do baço, é 

necessário preservar o pedículo vascular esplênico intacto (LIMA e PIMENTA, 1987). 

Entretanto, estudos prévios, mostraram que o pólo superior do baço apresenta 

vascularização própria: os vasos esplenogástricos, que não dependem do pedículo 

esplênico. Desse modo, afecções em que o pedículo esplênico não puder ser 

preservado, como ocorrem no trauma maior do baço, podem ser tratadas 
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adequadamente mantendo seu pólo superior suprido pelos vasos esplenogástricos 

(PATEL et al., 1981). 

Vários locais de implante têm sido estudados. As porções de baço podem ser 

implantadas no músculo abdominal, cavidade peritonial, tecido subcutâneo 

mesentério, retroperitônio, mas os melhores resultados foram conseguidos quando o 

implante foi feito no grande omento (SIPKA et al., 2006; KARAGÜLLE et al., 2007). 

Silveira e colaboradores (2002) justificaram a opção pelo local de transplante do 

baço no grande omento, pelo fato de que o autotransplante ao ser irrigado pelas 

artérias gastroepiplóicas goza de um débito sanguíneo que será pouco inferior ao da 

artéria esplênica. Além de constituir o melhor local para o autotransplante e por ter 

uma rica vascularização, o grande omento é ainda muito rico em células 

inflamatórias, fatores de crescimento e citocinas. A maioria da bibliografia 

encontrada que analisou a eficácia do autotransplante em humanos escolheu o 

grande omento como local de preferência para implante dos fragmentos de baço e 

todos concluíram que havia recuperação das funções esplênicas, valorizando a 

aplicação desta técnica (LEEMANS et al., 1999; RESENDE e PETROIANU 2002; 

UPADHYAYA, 2003). Outro aspecto de grande relevância para o sucesso do 

autotransplante é a quantidade de tecido que deve ser transplantado. Estudos 

prévios mostraram a necessidade de pelo menos 25% do tecido esplênico normal 

para se obter a função adequada do baço (MARQUES et al., 2002a) 

Muitos trabalhos têm demonstrado que os indivíduos que não possuem baço 

(asplênicos) são mais susceptíveis a infecções por bactérias encapsuladas que são 

depuradas por opsonização e fagocitose, demonstrando que essa função é 

deficiente na ausência do baço (KING e SCHUMACKER, 1954; SANCHEZ, 2001). 

Nesse contexto, diversos modelos experimentais mostram a efetividade do 

transplante autógeno de baço na proteção do organismo contra infecções. Marques 

e colaboradores (2004) verificaram em seu experimento que o auto-implante 

esplênico, no grande omento, em ratos, adquire a arquitetura macro e microscópica 

de um baço normal e preserva a função fagocitária bacteriana durante a infecção 

com Escherichia coli. Teixeira e colaboradores (2008) demonstraram que a técnica 

do autotransplante esplênico é uma estratégia alternativa quando comparado a 

esplenectomia total mantendo as funções esplênicas durante o combate da infecção 

causadapor Staphylococcus aureus. Além disso, indivíduos infectados com o 
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Plasmodium e que sofrem esplenectomia apresentam carga parasitária aumentada 

no sangue, sugerindo que a função fagocitária do baço é fundamental na malária, 

visto que o baço é o principal responsável pela remoção dos eritrócitos parasitados 

da circulação (DEMAR et al., 2004) 

O baço desempenha papel fundamental no desenvolvimento da infecção por 

L. chagasi, pois se encontra infectado em todos os casos e durante todo o curso da 

doença, além de já ter sido demonstrado que é o primeiro órgão a apresentar o 

parasito, o que sugere uma invasão precoce. Esse órgão está intimamente 

relacionado às manifestações clínicas da doença, desde a hepatoesplenomegalia 

até a morte de pacientes quando não tratados (CAMARGO et al., 2006). Além disso, 

outro aspecto que demonstra a importância do baço na leishmaniose é o fato de ser 

um órgão linfóide intensamente parasitado, representando um local de nítida 

interação entre o sistema imunológico do hospedeiro e a Leishmania. Esse cenário 

torna o baço um interessante órgão para analisar as alterações imunológicas, que 

levam à disfunção da imunidade celular e à ativação de uma resposta humoral 

ineficaz, que são de extrema importância na patogênese da leishmaniose visceral 

(BACELLAR et al., 2005). 

 

 

 

 
Figura 1: Localização e estrutura do baço. Fonte: www.portalsaofrancisco.com.br 

 

 

http://www.portal/
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1.2 Leishmaniose: agente etiológico 

 As leishmanioses são enfermidades causadas por protozoários unicelulares 

flagelados do gênero Leishmania, pertencentes à família Trypanosomatidae, ordem 

Kinetoplastida. São parasitos intracelulares obrigatórios das células do sistema 

mononuclear fagocítico, com duas formas principais: uma flagelada ou promastigota 

(Fig. 2 B), encontrada no tubo digestório do inseto vetor, e outra forma denominada 

amastigota, com um pequeno flagelo não exteriorizado (Fig. 2 A), observada nos 

tecidos dos hospedeiros vertebrados (ALMEIDA et al., 2003; LESSA et al., 2007).  

A primeira descrição do parasito das leishmanioses foi feita por Cunningham, 

na Índia, em 1885 que isolou e descreveu as formas amastigotas de pacientes. 

Recebeu o nome “kala-azar” que significa pele negra em virtude do discreto 

aumento da pigmentação da pele ocorrido durante a doença (SOUZA, 2007). Em 

1900, William Leishman ao realizar autópsia num soldado que havia ido a óbito na 

Índia, identificou no baço, a presença de um protozoário. Entretanto, suas anotações 

não haviam sido publicadas até 1903, quando Charles Donovan, encontrou o 

mesmo parasito em outro paciente. Ainda em 1903, William Leishman e Charles 

Donovan, independentemente, descreveram o parasito, Leishman reconheceu a 

semelhança do parasito com o agente etiológico da tripanossomíase e identificou-o 

como responsável etiológico do calazar, enquanto Donovan descreveu o parasito 

como sendo um esporozoário. Foi então que o médico inglês Ronald Ross 

(descobridor da etiologia da malária e de seu mecanismo de infecção), demonstrou 

que os organismos não eram esporozoários e estabeleceu um novo gênero, 

Leishmania, agente causador das leishmanioses prestando homenagem a 

Leishman, já que a identificação do parasito como protozoário decorreu de seus 

estudos (BASANO e CAMARGO, 2004; MILES, 2007).  

 Entre as espécies de Leishmania, vinte são potencialmente patogênicas para 

o homem, e os agentes causadores da leishmaniose visceral (LV) são membros do 

complexo donovani, classificados em quatro espécies: Leishmania(L) archibaldi, 

Leishmania(L) chagasi, Leishmania(L) donovani e Leishmania(L) infantum, 

distinguidas pelos seus vetores, hospedeiros e patologia provocada (LUKES et al., 

2007). Nas Américas, o agente etiológico da leishmaniose visceral americana (LVA) 

é L. chagasi, enquanto que na Europa, Ásia e África, os agentes responsáveis são a 

L. infantum e L. donovani. No Brasil, a doença é causada pela L. chagasi, 
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considerada por alguns autores como espécie semelhante a L. infantum encontrada 

em alguns países do Mediterrâneo e da Ásia (CAMARGO et al., 2007).  

Neste trabalho a espécie utilizada para infecção dos animais foi a L. chagasi. 

                                   

 
 

Figura 2 A e B: Leishmania-forma amastigota (Fig. 2A) encontrada nos macrófagos do 

hospedeiro e forma promastigota (Fig. 2B) encontrada no tubo digestório do inseto vetor. 

Fonte: www.dbbm.fiocruz.br/html/morfologia.htm  
 

1.3 Leishmaniose: vetores e hospedeiros 

As espécies de Leishmania diferem na virulência, nos sintomas clínicos, na 

preferência dos insetos vetores e na distribuição geográfica. Entretanto todas têm 

um ciclo similar, com a forma amastigota no hospedeiro mamífero e a forma 

promastigota no inseto vetor. Os vetores da LV são insetos pertencentes à Ordem 

Díptera, Família Psychodidae, Subfamília Phlebotominae, Gênero Lutzomyia, 

conhecidos popularmente, dependendo da localização geográfica, como mosquito 

palha, tatuquira, birigui, cangalhinha entre outros (BRASIL, 2003). Estes insetos 

vetores vivem em ambientes variados, mas suas formas imaturas se desenvolvem 

em ambientes terrestres úmidos, ricos em matéria orgânica e de baixa incidência 

luminosa (NEVES, 2005; REY, 2001). Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva 1912) é o 

vetor primário na transmissão da LVA (ARAKI et al., 2009). No Brasil, Lutzomyia é o 

gênero mais estudado devido ao seu papel como vetor na transmissão dos agentes 

causadores das leishmanioses (REBELO et al., 1996).  Mais recentemente, 

A 

B 
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Lutzomyia cruzi foi também referido como vetor no Estado de Mato Grosso do Sul 

(GALLATI  et al., 1997). No Brasil, a distribuição geográfica de Lutz. longipalpis é 

ampla e parece estar em expansão, visto que estes flebotomíneos estão bem 

adaptados ao ambiente peridomiciliar, alimentando-se em uma grande variedade de 

hospedeiros, entre aves, homem e outros animais silvestres e domésticos (DEANE 

et al., 1962; GRIMALDI et al., 1989). Há indícios de que o período de maior 

transmissão da LV ocorra durante e logo após a estação chuvosa, quando há um 
aumento da densidade populacional do inseto (SILVA et al., 2007). 

 Dentre os hospedeiros vertebrados tem-se animais silvestres (roedores, 

gambás, tamanduás, tatus, primatas, raposas e preguiças), animais domésticos 

(cães, gatos e eqüinos) e o homem. No ambiente doméstico, o cão (Canis familiaris 

Linnaeus, 1758) é considerado o principal reservatório da LVA. Assim, o cão 

representa uma fonte de infecção para o vetor, sendo um importante elo na 

transmissão da doença para o homem (VERÇOSA et al., 2008). O homem também 

pode ser fonte de infecção, principalmente quando a LV incide sob a forma de 

epidemia. 

Os cães infectados podem ou não desenvolver quadro clínico da doença, 

cujos sinais são: emagrecimento, eriçamento e queda de pêlos, nódulos ou 

ulcerações (mais freqüentes nos bordos das orelhas), hemorragias intestinais, 

paralisia de membros posteriores, ceratite com cegueira e caquexia, podendo evoluir 

para morte, nos casos mais graves (BRASIL, 2006). O reconhecimento das 

manifestações clínicas destes reservatórios é importante para adoção de medidas 

de controle da doença. Os canídeos apresentam intenso parasitismo, o que permite 

uma fácil infecção do mosquito, e, por este fato, são os mais importantes elos na 

manutenção da cadeia epidemiológica (MONTEIRO et al., 2005) 

No ambiente silvestre, os reservatórios para a LVA, até então conhecidos, são 

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

albiventris) (BRASIL, 2003). Já o cão vem sendo apontado como reservatório da 

doença, e, como hospedeiro doméstico, é, provavelmente, o mais importante 

reservatório natural relacionado com casos humanos. 
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1.4 Leishmaniose: ciclo biológico  

O ciclo de vida dos protozoários do gênero Leishmania spp. envolve 

alternância entre hospedeiros invertebrados e mamíferos. O modo de infecção é 

através da picada de insetos transmissores infectados. Somente as fêmeas são 

hematófagas obrigatórias, pois necessitam de sangue para o desenvolvimento dos 

ovos (ETTINGER e FELDMAN, 1997). 

A transmissão da doença para os hospedeiros vertebrados é feita 

predominantemente por meio da inoculação das formas promastigotas metacíclicas 

infectantes durante a picada do inseto vetor (Lutz. longipalpis). Entretanto, outras 

possibilidades já foram descritas tais como a via cutânea, placentária e a transfusão 

sanguínea (REY, 1991).  

As fêmeas do inseto vetor picam os animais e o homem para se alimentarem 

do seu sangue (Fig. 3). Quando uma fêmea encontra um hospedeiro/reservatório 

infectado com Leishmania para se alimentar, ingere também as formas 

promastigotas que se encontram livres ou no interior dos macrófagos na forma 

amastigota e permite o desenvolvimento destes para as formas infectantes no seu 

tubo digestório. Num posterior repasto sanguíneo, os insetos vetores regurgitam os 

parasitos e infectam outros animais (BRASIL, 2003) (Fig. 2). As promastigotas se 

transformam novamente em amastigotas. Dentro dos macrófagos, células de defesa 

do organismo que, neste caso, são incapazes de destruir o parasito, elas se 

multiplicam por fissão binária (BURCHMORE e BARRET, 2001). Quando o seu 

número é excessivamente elevado para ficar contido no interior dos macrófagos 

estes arrebentam e libertam novas amastigotas que vão infectar novas células (REY, 

1991). Ocorre assim a disseminação da doença por todo o organismo do animal. 
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Figura 3: Ciclo de vida da Leishmania spp. (1) Inoculação das formas promastigotas 

metacíclicas pelo inseto vetor, (2) fagocitose das formas promastigotas por macrófagos, (3) 

diferenciação das formas promastigotas em amastigotas nos vacúolos parasitóforos, (4) lise 

dos macrófagos infectados e liberação das formas amastigotas, (5) ingestão dos macrófagos 

parasitados pelo inseto durante o repasto sanguíneo, (6) diferenciação de amastigotas em 

promastigotas procíclicas, multiplicação por divisão binária e migração para o tubo digestório 

do inseto vetor. Adaptado de SACKS e NOBEN-TRAUTH, 2002. 

 

1.5 Leishmaniose visceral: epidemiologia  

A LV apresenta amplo espectro epidemiológico no mundo, ocorrendo de forma 

endêmica em vastas áreas tropicais e subtropicais do globo, podendo apresentar-se 

como zoonose, antroponose ou antropozoonose, estas duas últimas, quando o 

homem atua como reservatório no ciclo de transmissão do parasito (MOLINA et al., 

2003). Assim, se tornando um importante problema de saúde pública, devido à sua 

incidência e alta letalidade, não só nas Américas, mas na Europa, África, Ásia e 

Oriente Médio (COSTA, 2005). 

A LV é uma endemia de grande impacto na saúde pública, caracterizada por 

elevada taxa de morbidade e letalidade. É uma doença infecto-parasitária cuja 

característica principal, e que compromete o seu controle, é a diversidade 
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epidemiológica, em função da grande variabilidade de espécies hospedeiras e 

reservatórios, de vetores e de características ambientais que interagem e 

possibilitam a manutenção e difusão da enfermidade (ELKHOURY et al., 2008). 

Esta doença afeta pacientes de todas as idades, mas crianças e 

imunossuprimidos estão mais frequentemente envolvidos devido à inabilidade em 

conter a infecção (GOMES et al., 2009).  Além disso, tem maior prevalência em 

crianças na faixa etária de zero a nove anos, correspondendo a 80% dos casos 

detectados, ocorrendo com freqüência em regiões onde a pobreza e desnutrição são 

comuns (CALDAS et al., 2001). A razão da maior susceptibilidade das crianças é 

explicada pelo estado de relativa imaturidade imunológica celular muitas vezes 

agravada pela desnutrição, tão comum nas áreas endêmicas, além de uma maior 

exposição ao vetor no peridomicílio (MALAFAIA, 2008). 

A epidemiologia da LV vem se alterando através do tempo. Até a década de 

80, a maioria dos casos concentrava-se nas áreas rurais dos municípios e as 

crianças de até 15 anos de idade eram mais acometidas. Essa mudança na 

distribuição da LV parece ser conseqüência de um processo multifatorial (COSTA, 

2008). Acredita-se que um dos processos mais relevantes, seja a participação do 

cão como reservatório doméstico da LV, assim como a adaptação do hospedeiro 

invertebrado, Lutz. longipalpis, ao ambiente peridomiciliar, além do aumento dos 

casos de co-infecção HIV-Leishmania (GARG et al., 2009). Alterações ambientais 

provocadas pelo homem, a rápida e intensa migração das populações rurais para as 

periferias urbanas e falta de saneamento básico também contribuíram para a 

expansão da LV para as áreas urbanas de médio e grande porte (OLIVEIRA et al., 

2008a). 

A importância da presença de Lutz. longipalpis nos ambientes urbanos se faz 

devido a essa espécie estar bem adaptada e ter um papel importante na 

epidemiologia da doença, como também sua ampla distribuição ao longo do país 

(RANGEL e VILELA, 2008). As condições sócio-econômicas, ambientais e hábitos 

de vida também são fatores significativos na epidemiologia da LV em áreas 

endêmicas. Casas com cobertura de palha, paredes de taipa e o piso de chão 

batido, coleta de lixo irregular, ausência de abastecimento de água e sistema de 

esgotos, contribuem para o desenvolvimento do mosquito transmissor e 

disseminação da doença (NASCIMENTO et al., 2005). Tais condições podem 

contribuir para que a LV seja perpetuada nas áreas rurais e periurbanas, 
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acometendo aglomerados humanos com baixo nível sócio-econômico que vive em 

condições precárias de moradia (DESJEUX, 2001). Assim, devido ao seu caráter 

endêmico em várias regiões do mundo, ao processo de expansão de sua área de 

abrangência e ao crescente número de casos, a LV é considerada pela Organização 

Mundial da Saúde uma endemia de prioridade absoluta (GONTIJO e MELO, 2004). 

As leishmanioses estão presentes em aproximadamente 88 países, com um 

total de 14 milhões de pessoas infectadas no mundo todo e com 59.000 óbitos 

registrados anualmente. Estima-se que 350 milhões de pessoas estejam expostas 

ao risco para adquirir a doença, com um registro aproximado de dois milhões de 

novos casos das diferentes formas clínicas ao ano, sendo superada apenas pela 

malária em casos de infecções parasíticas (ALVES, 2009). Mais de 90% dos casos 

de LV ocorrem em cinco países: Índia, Bangladesh, Nepal, Sudão e Brasil. Nas 

Américas, a LVA ocorre desde o sul do México até o norte da Argentina, sendo que 

mais de 90% dos casos são registrados no Brasil (GRIMALDI et al., 1989; PANARO 

et al., 2009).  

Recentemente, a LVA apresenta casos autóctones notificados em pelo menos 

19 Estados da Federação brasileira, distribuídos em quatro das cinco regiões, 

permanecendo indene apenas o Sul. Porém, a maior incidência encontra-se na 

região Nordeste que apresenta 94% de todos os casos de LVA registrados, 

especialmente nos estados do Piauí, Maranhão, Bahia e Ceará, devido a fatores 

climáticos favoráveis, temperatura e vegetação (CAMARGO et al., 2007). Isso pode 

ser comprovado pela baixa precipitação pluvial no Nordeste brasileiro que vem 

ocorrendo desde 1979, originando a seca em algumas regiões, seca esta que não 

chega a eliminar o vetor, o flebótomo, pois este resiste à higrometria mínima. No 

entanto, leva a um incremento da fome, diminui a resistência humana e canina e 

provoca as correntes migratórias (COSTA et al., 1990). Os movimentos migratórios 

têm aumentado, e pessoas acompanhadas de animais domésticos, principalmente 

do cão (os cães acompanham as famílias em suas migrações, sobretudo no 

Nordeste), dirigem-se para regiões de maior potencial (WERNECK et al., 2008; 

DESJEUX, 2004).  

No Brasil, uma importante mudança no padrão epidemiológico da LVA tem 

sido verificada. Caracterizada como uma doença rural vem apresentando um 

processo de urbanização com crescente expansão, principalmente nas regiões 

sudeste e centro-oeste (NASCIMENTO et al., 2008). A importância da LVA em nosso 
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país reside na sua alta incidência, na ampla distribuição e no seu potencial de 

assumir formas graves e letais quando associada aos quadros de desnutrição e 

infecções concomitantes.  

A ampliação da área de distribuição geográfica da AIDS e sua extensão para 

camadas mais pobres da população e, por outro lado, a crescente urbanização da 

LV faz supor que a prevalência da co-infecção LVA / HIV venha a aumentar nos 

próximos anos (RATH et al., 2003). Como infecções oportunísticas provocadas pela 

LV induzem uma resposta inflamatória no hospedeiro, esta co-infecção poderá 

promover a replicação viral (OLIVIER, et al., 2003). Dada a sua incidência e alta 

letalidade, principalmente em indivíduos não tratados e crianças desnutridas, como 

também emergente em indivíduos portadores da infecção pelo vírus da 

imunodeficiência adquirida (HIV), vem se tornando uma das doenças mais 

importantes da atualidade (WHO, 2002) 

Em virtude da diversidade epidemiológica, as estratégias de controle dessa 

endemia ainda são pouco efetivas e estão centradas no diagnóstico e tratamento 

precoce dos casos, redução da população de flebótomos eliminação dos 

reservatórios e atividades de educação em saúde. Ações voltadas para o diagnóstico 

e tratamento dos casos e atividades educativas devem ser em todas as situações 

priorizadas, lembrando que as demais medidas de controle devem estar integradas 

para que possam ser efetivas (FURLAN, 2010; PEDROSA et al., 2004). 

 

1.6 Leishmaniose: diagnóstico 

O diagnóstico das leishmanioses tem base nos aspectos epidemiológicos e 

clínicos, contando com o auxílio de exames laboratoriais e empregando diversos 

métodos (DIÓGENES et al., 1993). Os métodos conhecidos atualmente para o 

diagnóstico da leishmaniose são diagnóstico clínico, parasitológico, sorológico, 

imunológico, molecular e cultivo parasitológico. O diagnóstico laboratorial das 

leishmanioses pode ser realizado pela demonstração do parasito nos tecidos através 

de microscopia óptica, detecção do DNA do parasito nas amostras de tecido, 

imunodiagnóstico pela detecção do antígeno do parasito no tecido ou sangue e pela 

detecção de anticorpos específicos (PASTORINO et al., 2002; SUNDAR e RAI, 

2002). O diagnóstico clínico da leishmaniose visceral deve ser suspeitado quando o 
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paciente apresentar: febre e esplenomegalia associada ou não à hepatomegalia, 

hiperglobulinemia e velocidade de hemossedimentação alta. O diagnóstico 

confirmatório da LV se baseia na demonstração do parasito nas amostras de tecido 

ou na cultura de tecido (BARROUIN-MELO et al., 2004). 

Análises de aspirados do baço ou de medula óssea oferecem alta eficácia no 

diagnóstico, mas são procedimentos de risco e invasivos. No entanto, durante a 

forma oligossintomática, a punção aspirativa de medula óssea pode ou não mostrar 

a presença da Leishmania, não sendo, a princípio, indicada a sua realização 

(MATHIS e DEPLAZES, 1995). Embora a detecção do parasito nas amostras de 

sangue por PCR (reação em cadeia da polimerase) apresente alto custo, é 

considerada uma técnica menos invasiva do que aspiração esplênica e de medula 

óssea (SALOTRA et al., 2001).  Além disso, o método do PCR constitui-se em uma 

nova perspectiva para o diagnóstico da LV, pois apresenta 94% de sensibilidade 

(MARQUES et al., 2006). 

A coleta de sangue é realizada para exames sorológicos na pesquisa de 

anticorpos específicos sendo utilizados principalmente os métodos de 

imunofluorescência indireta (IFI) e o ensaio imunoenzimático (ELISA). A necessidade 

de uma técnica com alta sensibilidade e especificidade fez surgir, a partir da década 

de 70, muitos estudos avaliando e aprimorando o ELISA-padrão, assim como, as 

diversas variações de ELISA. A utilização de antígenos recombinantes ou purificados 

como as glicoproteínas de membranas gp63, gp72, gp70 e rK39 específicas do 

gênero Leishmania, melhoram a sensibilidade e a especificidade da técnica 

(DENIAU et al., 2003). Entretanto, reações cruzadas com enfermidades causadas 

por outros tripanossomatídeos podem ainda ocorrer. A grande vantagem desse teste 

está na sua simplicidade e baixo custo, quando comparado aos outros. O 

desempenho dos testes diagnósticos utilizados atualmente é, em muito, limitada pelo 

antígeno utilizado na técnica. De uma forma geral, são utilizados parasitos totais ou 

lisados, o que interfere na expressão da especificidade do teste, não alcançando 

este o valor de 100%. Nos casos de LV, comumente são observados títulos elevados 

de anticorpos no soro. No entanto, na forma oligossintomática os títulos de 

anticorpos em geral são baixos e podem permanecer positivos por um longo período 

(METTLER et al., 2005).  

A reação de imunofluorescência indireta (RIFI), utilizada a partir da década de 

60, demonstra sensibilidade que varia de 90 a 100% e especificidade aproximada de 
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80% para amostras de soro (DOTA et al., 2009). A especificidade desse teste é 

prejudicada devido à presença de reações cruzadas com doenças causadas por 

outros tripanossomatídeos, como o da doença de Chagas e os da leishmaniose 

tegumentar americana (LTA). A utilização de formas amastigotas de L. (L.) donovani 

como antígeno nas RIFI aumenta significativamente a sensibilidade sem perder a 

especificidade do teste, resultando numa maior precocidade do diagnóstico frente a 

animais assintomáticos ou oligossintomáticos (ALVES e BEVILACQUA, 2004). 

O diagnóstico precoce da leishmaniose humana é necessário por se tratar de 

uma doença que pode ser fatal para o ser humano. Por outro lado, o diagnóstico 

precoce da doença canina é importante para a adoção de medidas de controle 

específicas sobre o reservatório doméstico da doença, incluindo o sacrifício do 

animal infectado (WERNECK et al., 2008). 

 

1.7 Leishmaniose: tratamento  

A LV é fatal se não tratada e as formas cutânea/mucocutanea são 

frequentemente desfigurantes e multiladoras. O tratamento da LV pode variar de 

acordo com as regiões, mas são limitados a poucas drogas como antimônios 

pentavalentes, pentamidinas e anfotericina B. No entanto a utilização dessas drogas 

pode levar ao surgimento de cepas resistentes (MAIA et al., 2009) 

Antimônios pentavalentes foram os primeiros medicamentos a serem usados 

no início do século 20. Estes medicamentos são tóxicos e fracamente tolerados 

(ARRUDA et al., 2005). Apesar destes fármacos serem usados clinicamente por 

mais de meio século, seu mecanismo de ação permanece desconhecido. O 

antimoniato de N-metil glucamina é o fármaco de primeira escolha para o tratamento 

das leishmanioses e especialmente eficaz no tratamento de leishmaniose cutânea, 

mucocutânea e visceral. É um produto que requer administração cautelosa, sob 

acompanhamento clínico e laboratorial, por ser cardiotóxico, hepatotóxico e 

nefrotóxico (SILVA, 2001). Para ser ativo contra Leishmania, o antimônio 

pentavalente tem que entrar na célula do hospedeiro, atravessar a membrana 

fagolisossomal e atuar contra amastigotas intracelulares (OUELETTE et al., 2004). A 

combinação entre antimoniais e interferon-gama (IFN- ou alopurinol tem sido 
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proposta como alternativa para melhora da eficácia terapêutica destes compostos 

(AMATO et al., 2000). 

A pentamidina é considerada como droga de segunda escolha, embora 

existam poucos trabalhos na literatura avaliando sua aplicação no tratamento. As 

drogas usadas na segunda linha de tratamento são tóxicas, de baixa tolerância e 

podem apresentar resistência. A substância é particularmente útil em casos que não 

responderam aos antimoniais ou para pacientes com leishmaniose que sejam 

hipersensíveis ao antimônio. A alta toxicidade desta droga também é fator limitante 

para o uso (AMATO, 1997).  

A anfotericina B, um antibiótico que também pertence ao grupo dos fármacos 

leishmanicidas de segunda geração é usada extensivamente no caso de falhas no 

tratamento com compostos antimoniais. Em modelos experimentais, a anfotericina B 

é considerada como uma das drogas com maior atividade leishmanicida (MURRAY, 

2001a). Atua inibindo seletivamente a síntese de membrana do parasito formando 

poros na membrana, levando o parasito a morte (SINGH E SIVAKUMAR, 2004). É 

efetiva na forma mucosa de leishmaniose, mas muito tóxica e também passível de 

recidiva. Seu uso é limitado por suas reações adversas, incluindo anafilaxia, 

trombocitopenia, dor generalizada, convulsões, calafrio, febre, flebite, anemia, 

anorexia, diminuição da função tubular renal e hipocalcemia em um terço dos 

pacientes. A vantagem do uso da anfotericina B associada à lipossoma (ABL) 

fundamenta-se no fato dos lipossomas serem fagocitados pelos macrófagos, sítio da 

infecção intracelular, interagindo diretamente com o ergosterol do parasito e 

reagindo menos com o colesterol da célula do hospedeiro, aumentando assim a 

eficácia da droga e sua tolerabilidade (SAMPAIO et al.,1997). 

A ABL foi usada com sucesso no calazar resistente a tratamento e também na 

leishmaniose dérmica pós-calazar (SAMPAIO e MARSDEN, 1997). Embora a 

formulação lipídica da anfotericina B seja um avanço na terapia contra as 

leishmanioses, o alto custo prejudica seu uso.    

Além dos medicamentos empregados no tratamento da LV, diversas 

estratégias de vacinação contra a leishmaniose experimental têm sido testadas 

(MELBY et al., 2001). No entanto, uma vacina efetiva contra a LV humana não está 

disponível e há poucos trabalhos na literatura com vacinas contra a LV canina e 

humana (NOAZIN et al., 2008). 
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1.8 Leishmaniose: resposta imunológica  

1.8.1 Interação inicial e fagocitose 

As formas promastigotas infectantes são inoculadas no tecido do hospedeiro 

vertebrado pelas fêmeas dos insetos vetores durante o repasto sanguíneo. Neste 

momento os parasitos são internalizados por células fagocitárias, 

predominantemente macrófagos, embora células dendríticas e neutrófilos também 

possam ser parasitados. Este processo envolve ligação de moléculas de superfície 

dos parasitos, entre elas o lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteína de 63 kD (gp63), 

a receptores expressos na superfície de macrófagos incluindo os receptores 1 e 3 do 

complemento (CR1 e CR3), receptor manose- fucose, receptor de fibronectina 

(WILSON e PEARSON, 1988) e receptores Toll-like (TLR) nos fagócitos (CHANDRA 

et al., 2008; HOU et al., 2008). 

O LPG é uma molécula predominante expressa na superfície de todas as 

promastigotas. Tem um papel muito importante na sobrevivência do parasito e na 

modulação da resposta imune (COURRET et al., 1999). A gp63 é uma protease 

expressa na superfície de formas amastigotas e está relacionada à proteção contra 

ação das enzimas ácidas nos fagolisossomos (DESJARDINS et al., 1997).  

Além disso, as moléculas C3b e C3bi atuam, na opsonização do parasito, 

facilitando a fagocitose por meio de ligação destas moléculas aos receptores do 

sistema complemento CR3 e CR1 presentes nas células fagocíticas (TAFURI et al., 

1996). 

 

1.8.2 Imunidade inata e adaptativa na leishmaniose  

Vários componentes da resposta imune inata participam do mecanismo de 

defesa contra os protozoários, mas esses microorganismos escapam dessa defesa 

(JANEWAY, 2001). Embora a resposta imune adaptativa seja extensivamente 

estudada em modelos de Leishmania, trabalhos avaliando o papel das células da 

resposta imune inata no controle da leishmaniose têm sido pouco explorados.  

Os macrófagos estão envolvidos no início da resposta imune e apresentam 

ampla distribuição pelo organismo, desempenhando um papel central na imunidade 
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adquirida (MARTINEZ et al., 20009). Fagocitam partículas estranhas e produzem 

citocinas e quimiocinas que recrutam outras células inflamatórias para o sítio da 

infecção. Assim, essas células estão intimamente ligadas à infecção por parasitos do 

gênero Leishmania, pois são as principais células parasitadas pelas leishmanias, 

local onde residem e se multiplicam nos vacúolos como amastigota intracelular 

obrigatória (ENGWERDA e KAYE, 2004).  

Tem sido estabelecido que a ativação de macrófagos por citocinas como IFN- 

e TNF- leva a produção de intermediários reativos do oxigênio (IRO) e nitrogênio 

(IRN), os quais são responsáveis pela atividade leishmanicida destas células 

(COSTA et al., 2007). IRO e IRN são metabólitos tóxicos que causam danos em 

todas as células vivas que não possuem mecanismos de neutralizar sua atividade.  

Segundo Bogdan e colaboradores (2000), a produção de NO pela óxido 

nítrico sintase induzida tipo 2 (NOS2) é o principal mecanismo utilizado pelos 

macrófagos murinos para combater a Leishmania.  A iNOS também desempenha 

importante papel na destruição inicial do parasito e no recrutamento de fagócitos 

mononucleares, contribuindo dessa forma para a resolução da infecção (MURRAY et 

al., 1999). O H2O2 também é importante para a atividade leishmanicida. Estudos 

administrando um inibidor do H2O2 resultaram no aumento da infecção, sugerindo 

que o H2O2 aumenta a atividade leishmanicida dos macrófagos (GANTT et al., 

2001). 

 Entretanto, as Leishmanias apresentam mecanismos para subverter as 

funções normais dos macrófagos. Isso inclui inibir a produção de citocinas pelos 

linfócitos e células NK que levam a ativação de macrófagos, impedindo dessa forma 

a produção de agentes antimicrobianos como NO e H2O2. Isso capacita o parasito 

evadir da resposta imune inata e se dividir nos fagolisossomos dos macrófagos, 

onde distribui e propaga a doença (COSTA et al., 2007). 

Os neutrófilos estão envolvidos durante a infecção experimental por 

Leishmania, mas não estão relacionados com a permanência do parasito (CERVIA 

et al., 1993). Entretanto, McFarlane e colaboradores (2008) demonstraram em seu 

estudo que camundongos seletivamente depletados de neutrófilos apresentam um 

aumento significativo da carga parasitária no baço, medula óssea, e em menor 

extensão no fígado. Isso pode ser comprovado pelo aumento de IL-4 e IL-10 no 

baço, e secreção reduzida de IFN- pelos linfócitos TCD4+ e linfócitos TCD8+, além 
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de altos níveis de IgG1 no soro, indicando uma resposta Th2, sugerindo um papel 

crítico dos neutrófilos na imunidade protetora contra Leishmania. Contudo, segundo 

Rousseau e colaboradores (2001), os neutrófilos contribuem para o controle da 

Leishmania somente na fase inicial atuando como um nicho, para posterior infecção 

de macrófagos, contribuindo para a inflamação no baço, persistência do parasito e 

cronicidade da doença. Um dos mecanismos pelo qual os neutrófilos podem 

controlar a infecção é através da produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) e óxido 

nítrico (NO) que têm um importante papel na destruição inicial do parasito e no 

recrutamento de fagócitos mononucleares. Entretanto, ao penetrar no hospedeiro, as 

Leishmanias infectam os macrófagos, livrando-se do ataque dos neutrófilos 

(ZAMBRANO et al., 2002).  

As células natural killer (NK) também participam da resposta imunológica 

contra a Leishmania. São grandes fontes produtoras de IFN- (KORBEL et al., 2004). 

Este por sua vez estimula a produção de NO nos macrófagos que é responsável 

pela destruição do parasito e resistência à infecção (WILSON et al., 2005).  

As células dendríticas são APCs profissionais capazes de reconhecer, 

fagocitar e processar antígenos apresentando-os aos linfócitos T (LT) via moléculas 

do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) e moléculas coestimulatórias. 

Células dendríticas ativadas podem produzir IL-12p70, regulando a proliferação de L 

Th1, produção de IFN- contribuindo dessa forma para ativar os macrófagos 

(BRANDONISIO et al., 2004). São as principais produtoras de IL-12 no início da 

infecção pela Leishmania. Gorak e colaboradores (1998) demonstraram que as 

células dendríticas localizadas na PALS são as grandes fontes produtoras de IL-12 

p40 em camundongos BALB/c durante a LV. Embora desempenhe importante papel 

na defesa contra microorganismos invasores, a imunidade inata, além de exercer 

uma função efetora, é fundamental para a ativação de uma resposta imune 

adaptativa. 

A resposta imune adaptativa contra protozoários ocorre após a apresentação 

de antígenos por macrófagos e células dendríticas, via MHC classe II para as células 

T. Como outras células podem ser infectadas, e macrófagos e células dendríticas 

também expressam moléculas de MHC classe I, nas infecções por protozoários há 

também ativação das células TCD8+ (JANEWAY et al., 2002). Os LT CD8+ tem 

importante papel tanto pela atividade citotóxica ligada a produção de perforinas e 
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granzimas, como pela secreção de citocinas e quimiocinas durante a infecção pela 

Leishmania (RUIZ et al., 2007). 

Está bem estabelecido que a infecção progressiva em animais BALB/c 

infectados com L. major é promovida pela expansão de L Th2 com produção de IL-4, 

IL-10 e IL-13. Entretanto, em modelos de infecção com L. donovani ou L. chagasi, ao 

contrário de L. major, não há uma estrita dicotomia entre Th1 e Th2, onde Th1 se 

refere à proteção e Th2 a susceptibilidade e exacerbação da doença. Ambos os tipos 

de respostas estão presentes e este balanço Th1/Th2 parece ser importante no 

controle da replicação do parasito, progressão da doença ou cura (MIRALLES et al., 

1994) 

Estudos recentes indicam que a IL-12 tem um papel importante em 

potencializar a resposta imune celular em infecções por Leishmania. A IL-12 é uma 

citocina heterodimérica composta por duas subunidades  p35 e p40 que se 

associam para formar a molécula p70 que é a forma biológica ativa da IL-12. É 

produzida por monócitos, macrófagos e linfócitos B. O papel protetor da IL-12 na LV 

é atribuído a sua habilidade em ativar macrófagos, aumentando sua atividade 

microbicida. A IL-12 produzida pelos macrófagos infectados induz a ativação de NK, 

diferenciação de LTh1 e produção de IFN- (ALEXANDER e BRYSON, 2005). 

Engwerda e colaboradores (1998) demonstraram que a neutralização de IL-12 

endógena com anticorpos monoclonais resulta na replicação das amastigotas no 

baço e fígado de camundongos BALB/c e que os animais deficientes em IL-12 

apresentam uma carga parasitária significativamente maior que os animais 

selvagens comprovando seu papel protetor na leishmaniose.  Além dos macrófagos, 

a produção de IL-12p70 pelas células dendríticas é importante para a ativação de LT 

CD4+ e L TCD8+, visto que a neutralização da IL-12 durante os primeiros dias de 

infecção resulta no aumento da carga parasitária. 

 O IFN- por sua vez, é o principal ativador de macrófagos acentuando sua 

ação microbicida mediante a estimulação de IRO e IRN. O IFN- medeia esses 

efeitos, principalmente ativando a transcrição de genes que codificam as enzimas 

fagócito-oxidase (NADPH-oxidase) e sintase indutora do óxido nítrico (iNOS sintase), 

necessárias para a geração de IRO e IRN, respectivamente (WILSON et al., 2005). 

Outras citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF- pode tanto ter 

efeitos benéficos na resistência do hospedeiro quanto mediar sua patologia 
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(ENGWERDA et al., 2004). O TNF- é uma citocina proinflamatória produzida por 

diversas células e apresenta variadas funções. Quando expresso em níveis 

moderados o TNF- contribui para a proteção do hospedeiro no fígado com a 

formação de granulomas (MURRAY et al., 2000a). A expressão de TNF- é 

observada nas células de Kupffer tanto na fase inicial quanto na fase final da 

resposta hepática. Em contraste, o excesso de TNF- causa danos no hospedeiro 

desestruturando os tecidos linfóides e contribuindo para a progressão da doença. 

Além disso, o TNF- atua na manutenção da estrutura esplênica (SANTANA et al., 

2008). O baço de camundongos TNF -/- mostram atrofia da polpa branca, perda da 

segregação de linfócitos B e T, ausência de folículos primários e os MMM são 

completamente perdidos. Ocorre ainda infiltração de células plasmáticas e 

macrófagos infectados tanto na polpa branca quanto na polpa vermelha (KAYE et al., 

2004). 

Já a IL-10 é induzida tanto na infecção experimental quanto na infecção 

humana por parasitos do gênero Leishmania. O bloqueio de IL-10 e de seu receptor 

na célula alvo levam ao desenvolvimento de uma resposta Th1 com produção de 

IFN- e a uma rápida formação de granulomas com morte do parasito, sem provocar 

danos no tecido (MURRAY et al., 2002).  

Os linfócitos T regulatórios (LTregs) que expressam o gene Foxp3 estão 

presentes durante a LV e contribuem com a secreção de IL-10. Além disso, os LT 

CD4+Foxp3-CD25- também são fontes produtoras adicionais de IL-10 promovendo a 

persistência do parasito e estabelecendo a infecção crônica (RODRIGUES et al., 

2009).  

Outra subpopulação de linfócitos T CD4+ recentemente descritos é os 

linfócitos Th17. Esses linfócitos são críticos na imunidade adaptativa e nas doenças 

autoimunes. Seu desenvolvimento é dependente de citocinas como TGF-, IL-6 e IL-

23 além do fator de transcrição RORT, levando a produção de IL-17A e IL-17F. A IL-

17 produzida por esses linfócitos é importante no controle de diversas infecções, 

pois promove o recrutamento de monócitos e neutrófilos para o sítio de infecção 

(MATSUZAKI e UMEMURA, 2007). Segundo Kostka (2006), a produção de IL-23 

pelas células dendríticas de camundongos BALB/c infectados com L. major são 

importantes para a produção de IL-17, influenciando na progressão da doença, por 

regular o recrutamento de neutrófilos. 



35 

 

A resposta imune humoral e o papel dos linfócitos B na LV têm sido pouco 

estudados. Hipergamaglobulinemia ocorre em humanos e em modelos animais com 

LV devido a uma ativação policlonal de linfócitos B (BUNN-MORENO et al.,1985; 

GALVÃO-CASTRO et al., 1984). No entanto, estes anticorpos não têm efeito protetor 

evidente na leishmaniose, mas estão envolvidos na patogênese das lesões na LV 

(MATHIAS et al., 2001). A produção de anticorpos, principalmente IgG, se apresenta 

elevada quando há infecção crônica. Entretanto, como a ativação do linfócito B é 

policlonal, a maioria das imunoglobulinas são inespecíficas. Devido a este fato, o 

organismo não tem capacidade de controlar por mecanismos celulares a infecção. A 

detecção destes anticorpos é um dado diagnóstico importante para identificar casos 

de LV em indivíduos com infecção por este parasito (NASCIMENTO et al., 2006). 

Estes anticorpos resultam na formação de grande quantidade de imunocomplexos 

circulantes, podendo levar a deposição dos mesmos nos rins causando 

glomerulonefrite (SARTORI et al., 1987; ARESU et al., 2007). 

Além disso, a detecção de anticorpos IgE específicos para Leishmania tem 

sido correlacionada com a fase ativa da LV (SOUZA et al., 2005). Pacientes com LV 

apresentam altos níveis de IgG, IgM, IgE e subclasses de IgG específicos para 

Leishmania no soro durante a doença (OZBILGE et al., 2006). Anticorpos 

específicos contra antígenos do parasito podem ser detectados logo nas fases 

iniciais da infecção e as concentrações de alguns isótipos e de subclasses de IgG 

podem ser utilizados como marcadores da evolução clínica e cura (CONRAD et al., 

2005; NASCIMENTO et al., 2006). Tem sido documentada a predominância de 

isótipos IgG1 durante a doença (ATTA et al., 1998). A análise de subtipos de classes 

de IgG demonstra que animais infectados, que apresentam um domínio de 

anticorpos IgG2a no soro e imunidade mediada por células estão associados com 

infecção assintomática, enquanto, anticorpos IgG1 estão relacionados ao 

desenvolvimento da doença e um decréscimo no número de linfócitos T e B 

(BOURDOISEAU et al., 1997). 

Segundo Miles e colaboradores (2005), durante a LV ocorre uma elevada 

produção de anticorpos, e os complexos imunes que se formam, além de estarem 

envolvidos na patogênese, podem influenciar na produção de citocinas pelas APCs, 

principalmente macrófagos a produzirem IL-10 prevenindo a erradicação de 

patógenos intracelulares.  
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1.9 Mecanismos patogênicos nos órgãos envolvidos 

A maioria dos estudos tem utilizado camundongos BALB/c como modelo para 

infecção por L. chagasi ou L. donovani (ROUSSEAU et al., 2001; McFARLANE et al., 

2008). Embora estes camundongos expressem um fenótipo suscetível inicialmente, 

subsequentemente a doença é controlada pela resposta imune do hospedeiro. 

Assim, o modelo de infecção em camundongos tem sido comparado aos casos de 

infecção oligossintomática com progressão para cura (KEMP, 2000). Apesar das 

várias manifestações clínicas da doença observadas, um ponto comum é o acúmulo 

de células do sistema mononuclear fagocítico nos órgãos invadidos, levando a uma 

hiperplasia do sistema reticuloendotelial (SRE), afetando principalmente baço, fígado 

e a medula óssea (GOTO e LINDOSO, 2004). 

No baço, ocorre o crescimento das formas amastigotas levando a hipertrofia e 

hiperplasia do SRE. A persistência do parasito neste órgão é seguida pela falha em 

formar granulomas e alteração da microestrutura do tecido esplênico provocando 

esplenomegalia e aumento da atividade hematopoética. Há atrofia das áreas 

paracorticais com células plasmáticas numerosas. A ZM, importante sítio de captura 

de patógenos provenientes da corrente sanguínea e via de entrada dos linfócitos 

para a polpa branca apresenta perda de seus macrófagos (MALLA e MAHAJAN, 

2006). A polpa branca exibe diminuição da densidade celular linfocitária que decorre 

da diminuição seletiva de LT com surgimento de plasmócitos e macrófagos.  Além 

disso, ocorre perda dos centros germinativos, com destruição de muitas células 

dendríticas foliculares. A formação do granuloma é atrasada ou ausente. Se 

presente, os granulomas se mostram de forma imatura. Essa falha no 

desenvolvimento de reações granulomatosas e proteção local ainda é uma lacuna a 

ser entendida (ENGWERDA et al., 2004).  O baço então se torna o sítio de infecção 

crônica, onde a carga parasitária pode ser mantida durante toda a vida do animal.   

No fígado, inicialmente ocorre multiplicação das amastigotas nas células de 

Kupffer, que é geralmente autolimitada devido a uma resposta inflamatória 

granulomatosa (McELRATH et al., 1988). A diversidade e função desses granulomas 

têm sido extensivamente estudadas, e muitos dos componentes celulares e 

moleculares da imunidade adquirida necessária para sua formação, manutenção e 

função efetoras tem sido caracterizada utilizando camundongos transgênicos ou 

através da utilização de anticorpos monoclonais. Os granulomas podem se 
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apresentar de variáveis tamanhos e são constituídos por macrófagos parasitados ou 

não com formas amastigotas de L. chagasi, algumas células epitelióides, pequeno 

número de linfócitos e plasmócitos e raros neutrófilos (SANTANA et al, 2007). 

As formas amastigotas multiplicam rapidamente nas primeiras semanas de 

infecção, sendo que o pico de multiplicação do parasito coincide com a maior 

expressão de citocinas IL-4 e IL-10 (MIRALLES et al.,1994). Entretanto, o papel da 

IL-4 na LV não está bem esclarecido, visto que camundongos deficientes de IL-4 

apresentam um maior número de células de Kupffer infectadas e um retardo na 

maturação dos granulomas (STAGER et al., 2003).  

A multiplicação dos parasitos do gênero Leishmania ocorre até a quarta 

semana. Após este período, observa-se um declínio na carga parasitária promovida 

pela resposta imune adquirida que favorece a destruição eficiente dos parasitos, 

com uma redução no número de linfócitos TCD4+ e predomínio de linfócitos TCD8+ 

(WILSON e WEINSTOCK, 1996). Portanto, a resolução da carga parasitária hepática 

está associada à formação de granulomas que apresentam várias populações de 

células efetoras e seus mediadores. Desta forma, a morte dos parasitos e o 

desenvolvimento da imunidade são dependentes da sua formação ao redor das 

células de kupffer infectadas, o que promove um foco inflamatório, permitindo 

colaboração efetiva entre os diferentes tipos de células que são requeridas para a 

morte dos parasitos e a resolução da lesão (MURRAY et al., 1992). 

O desenvolvimento do granuloma requer ambos, linfócitos TCD4+ e TCD8+ 

em associação a monócitos sanguíneos, bem como as citocinas IL-12, IFN-, TNF- 

e IL-2 sendo a resistência hepática diretamente relacionada a expressão do gene 

NOS2 e produção de NO. A IL-12 e IFN-  iniciam e dirigem uma resposta Th1 

leishmanicida e direciona a formação destes granulomas, nos quais os parasitos são 

mortos por macrófagos ativados por IFN-. Entretanto, a eficácia microbicida do 

granuloma depende de determinantes tanto do hospedeiro quanto do patógeno 

podendo não necessariamente garantir a função microbicida (MURRAY, 2001b). 

Contudo, alguns estudos mostram que a citocina TNF- atua como principal 

mediador da imunidade no fígado, pois contribui para a maturação eficiente dos 

granulomas hepáticos (MURRAY et al., 2000a).  

A infecção hepática é usualmente autolimitante e a resposta imune no fígado 

é um bom exemplo de resposta inflamatória granulomatosa com células 
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mononucleares predominantes, envolvendo células de Kupffer, monócitos, linfócitos 

T CD4+ e T CD8+. A resistência hepática correlaciona com a produção de IRO e 

IRN, ambos com importante papel no controle do parasito (MURRAY e NATHAN, 

1999). 

 

1.10 Mecanismos de evasão 

Um sistema de proteínas ativadas por clivagem em cascata, conhecido como 

sistema complemento é um dos principais mecanismos extracelulares de combate 

inicial a agentes externos. Quando a fase promastigota procíclica (estágio no vetor) 

da Leishmania se transforma em forma metacíclica infectiva e penetra no hospedeiro 

vertebrado, esta sofre alterações na membrana, que são capazes de impedir a 

inserção do complexo de ataque à membrana C5b-C9 (MAC) do sistema 

complemento do hospedeiro (OLIVIER et al., 2005) 

Esta modificação na membrana ocorre principalmente através do 

alongamento na estrutura do lipofosfoglicano (LPG), o que dificulta a ligação do 

complexo MAC do sistema complemento ao parasito. Além disso, durante o 

desenvolvimento das formas procíclicas, ocorre uma maior expressão das moléculas 

gp63 (glicoproteína de superfície de 63kDa), que são responsáveis por clivar a 

molécula C3b em C3bi, sua forma inativa, impedindo, também, a formação do MAC 

do sistema complemento (ALEXANDER et al., 1999). Após escaparem da ação da 

lise mediada pelo sistema complemento, as promastigotas de Leishmania devem 

invadir rapidamente a célula-alvo e iniciar a fase intracelular da infecção. Uma vez 

no interior das células fagocíticas, os parasitos modulam o micro-ambiente, 

aparentemente hostil, proporcionando facilitar o estabelecimento da infecção 

(CASTELLANO, 2005). Embora o soro de indivíduos infectados e certos mamíferos 

contenha fatores capazes de lisar ou aglutinar as promastigotas, ainda dentro dos 

macrófagos, as amastigotas são protegidas de anticorpos e outras substâncias 

circulantes que podem ser prejudiciais ao parasito (BOGDAN e ROLLINGHOFF, 

1998).  

O mecanismo de ativação de LT CD4+ e LT CD8+ pelas APCs requer a 

expressão de antígenos do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) de 

classe I ou II e interação de receptores coestimulatórios e seus ligantes (CTLA-4 se 
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liga a B7-1(CD80) e B7-2(CD81), CD28 se liga a B7-1 e B7-2, CD40-CD40L, MHC 

de classe II-CD4, MHC de classe I-CD8), processamento de antígenos e 

apresentação via MHC (MACHADO et al., 2004). No entanto, a Leishmania suprime 

a expressão de MHC II e B7-1 e inibe o processamento e apresentação de 

antígenos (BOGDAN  e ROLLINGHOFF, 1999; PINELLI et al., 1999). Além disso, a 

infecção com L. chagasi, reduz a expressão de CD54 em monócitos, provocando a 

desativação de fagócitos mononucleares prejudicando a produção de TNF- e IL-12. 

O mecanismo evasivo também inclui redução da expressão de CD11b e CD80 em 

macrófagos (ALMEIDA et al., 2003a).  

Outro mecanismo utilizado pela Leishmania é através do aumento da 

expressão de CTLA-4, um inibidor expresso na superfície dos LT ativados (GOMES 

et al., 2000). Murphy e colaboradores (1998) demonstraram que o bloqueio de 

CTLA-4 em camundongos aumenta a resistência do hospedeiro contra patógenos 

intracelulares como a Leishmania, sendo um forte potencial terapêutico. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Geral  

Avaliar o efeito da esplenectomia e do implante autógeno de baço na carga 

parasitária, produção de IFN-, IL-12, TNF-, IL-10 e IL-17, e na resposta 

inflamatória de camundongos BALB/c infectados com L. chagasi. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

 Analisar a carga parasitária através da técnica de diluição limitante, em 

macerados de baço e fígado, 30 dias após a infecção intraperitonial com L. 

chagasi em camundongos BALB/c. 

 

 Dosar a produção de IFN-, IL-12, TNF-, IL-10 e IL-17 no sobrenadante dos 

macerados de baço e fígado, trinta dias após a infecção com L. chagasi. 

 

 Analisar a histologia do tecido hepático de animais infectados com L. chagasi 

avaliando a morfologia geral dos órgãos e o acúmulo de células 

mononucleares inflamatórias.  

 
 

 

 

 

 
 



41 

 

3 MATERIAL e MÉTODOS 

3.1 Animais 

Camundongos isogênicos da linhagem BALB/c, machos, de 8-10 semanas de 

idade foram obtidos do Centro de Biologia da Reprodução da Universidade Federal 

de Juiz de Fora (CBR-UFJF) e mantidos no setor de experimentação do Laboratório 

de Imunologia do Instituto de Ciências Biológicas (ICB-UFJF) em gaiolas 

microisoladoras em estantes ventiladas (Alesco), tendo como forma de alimentação 

exclusivamente ração comum e água ad libitum. Para a realização da técnica foram 

utilizados seis camundongos por grupo, assim distribuídos: grupo operação simulada 

(CT), grupo esplenectomia total (SP), grupo omento maior (AT) - implante autógeno 

de baço no omento maior. O experimento foi repetido três vezes, totalizando 54 

camundongos. 

Todos os procedimentos realizados com os animais foram aprovados pela 

Comissão de Ética na Experimentação Animal (CEEA) da Pró-Reitoria de Pesquisa 

da Universidade Federal de Juiz de Fora (Protocolo nº 035/2009). 

                                                                         

3.2 Procedimento cirúrgico 

Os animais foram anestesiados intraperitonialmente com solução anestésica 

composta pelas seguintes substâncias: quetamina (5%), xilazina (2%) e solução 

salina (0,9%), na proporção de 3:1:8,  na dose de 0,005 ml/g de peso corporal. A 

intervenção cirúrgica foi realizada na capela de fluxo laminar e utilizou material 

previamente esterilizado. Nos animais do grupo operação simulada (CT) realizou-se 

laparotomia mediana, inventário da cavidade abdominal, mobilização do baço, 

isolamento dos vasos esplênicos e laparorrafia (Fig. 4). No grupo esplenectomizado 

(SP) realizou-se laparotomia mediana, esplenectomia total convencional, ligadura do 

pedículo vascular e dos vasos curtos esplênicos com categute simples 5-0 (Fig. 5). 

No grupo com implante autógeno (AT), 30% do tecido esplênico ressecado foi 

individualizado, pesado e dividido em duas partes, conforme a técnica já descrita por 

Nunes et al.  e os fragmentos colocados em um envelope no omento maior (Fig. 6). 
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Figura 4: Técnica cirúrgica- Abertura da cavidade peritonial para simular o trauma cirúrgico 

(grupo CT). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5: Técnica cirúrgica- Abertura da cavidade peritonial e retirada do baço (grupo SP) 

 

 

 

 
Figura 6: Técnica cirúrgica- Abertura da cavidade peritonial e transplante autógeno de baço 

no grande omento (AT). 
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3.3 Parasitos e infecção 

Leishmania chagasi (UB104) gentilmente cedida pelo Laboratório de Biologia 

Molecular da Universidade Federal de Uberlândia foi cultivada em meio BHI (Brain 

Heart Infusion) líquido enriquecido com 1% de l- glutamina, 10% de SFB (Soro Fetal 

Bovino), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 µg/mL) a 25°C. Os parasitos na 

fase estacionária foram centrifugados a 2000 rpm (rotações por minuto) por 5 

minutos, lavados com solução salina tamponada com fosfatos (PBS a 0,15 M, pH 

7,2) e ressuspendidos em PBS.  A contagem dos parasitos foi realizada em câmara 

de Neubauer e ajustada para a concentração de 106 parasitos em 50 μL de PBS. 

Todos os animais foram infectados via intraperitonial (i.p) com 106 formas 

promastigotas de L. chagasi após trinta dias da cirurgia. 

  

3.4 Avaliação da carga parasitária  

O número de parasitos no baço e fígado foi quantificado após trinta dias da 

infecção pela técnica da diluição limitante. Os órgãos foram coletados na capela de 

fluxo laminar, pesados e homogeneizados individualmente em 2 mL de meio BHI 

líquido enriquecido com 1% de l- glutamina, 10% de SFB, penicilina (100 U/mL) e 

estreptomicina (100 µg/mL) a 25°C. As suspensões do homogeneizado dos órgãos 

foram diluídas na proporção 1:10 (10µL de suspensão em 90µl de meio BHI líquido 

enriquecido) seguida de 6 diluições seriadas na base 10, em microplacas de 96 

poços. As placas foram incubadas durante 14 dias a uma temperatura aproximada 

de 25°C e após esse período foi realizada a contagem das promastigotas de L. 

chagasi em câmara de Neubauer. 

 

 3.5 Análise da produção de citocinas 

Os órgãos foram macerados (100mg/mL) em solução de extração de citocinas 

(2,34% de NaCl, 0,05% de Tween 20, 0,5% de albumina bovina sérica, 0,0017% de 

fluoreto de fenilmetanosulfonil,  0,0048% de cloreto de benzetônio, 0,0372% de 

etilenodiaminatetraacetato dissódico e 0,002% de aprotinina) e centrifugados a 
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10000 rpm a 4°C. Os sobrenadantes obtidos dos macerados de baço e fígado dos 

camundongos foram coletados e submetidos à técnica de ELISA (ensaio 

imunoenzimático) de captura para as citocinas IL-12, IL-10, IFN-, IL-17 e TNF-BD 

OptEIA, CA, USA). Placas de ELISA foram sensibilizadas com 50 L/poço de 

anticorpo de captura, previamente diluído (1:250) em tampão carbonato (IFN-) ou 

tampão fosfato (IL-12, IL-10, IL-17 e TNF- e incubadas por 18 horas a 4°C. Após 

este período, as placas foram lavadas com PBS Tween-20 (PBST) e os sítios 

inespecíficos bloqueados com 100L/poço de PBS contendo 10% SFB, 

permanecendo incubadas por 1 hora. Após o período de incubação as placas foram 

lavadas três vezes com PBST e em seguida foram colocadas as amostras e os 

padrões de citocinas para construção  das curvas-padrão (diluição seriada 1:2 em 

PBS contendo 10% SFB). As placas com as amostras e os padrões foram incubadas 

por 2 horas a temperatura ambiente e posteriormente lavadas  três vezes (PBST). 

Em seguida,  o segundo anticorpo anti-citocina biotinilado foi adicionado juntamente 

com estreptavidina-peroxidase e as placas incubadas por mais 1 hora a temperatura 

ambiente. Mais quatro lavagens foram realizadas e a reação revelada pela adição do 

substrato contendo tetrametilbenzidina (TMB). A reação foi interrompida com ácido 

sulfúrico 2N e a leitura feita em leitor de ELISA (SPECTRAMAX 190, Molecular 

Devices, USA) a 450nm. As quantidades de citocinas foram calculadas a partir das 

curvas-padrão, obtidas pelas diferentes concentrações dos respectivos 

recombinantes (IL-12, IL-10, IFN-,  IL-17 e TNF-BD Biosciences Pharmigen, 

San Diego, CA, USA). 

 

3.6 Histologia convencional 

Para avaliação histopatológica, fragmentos de fígado dos animais estudados 

foram fixados em solução de formol tamponado 10% por 24 horas. Após os 

procedimentos rotineiros para inclusão em parafina, foram realizados cortes de 

aproximadamente 5µm de espessura, semi-seriados, corados pela hematoxilina e 

eosina (HE). O material foi avaliado pelo patologista que analisou o padrão 

histológico do baço, implantes esplênicos e fígado em microscópio óptico e 

posteriormente as fotografou. 
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3.7 Análise estatística 

As variáveis numéricas foram avaliadas nos diferentes grupos pelo teste de 

normalidade de Kolgomorov-Smirnov para distribuição gaussiana dos dados. Foi 

utilizado o teste não paramétrico de Mann-Whitney para determinação das 

diferenças significantes entre os grupos de camundongos, com nível de significância 

menor que 5% (p<0,05). Para tal, utilizou-se o programa GraphPad Prism ®5.0.
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4 RESULTADOS  
 
 
4.1 Estimativa de parasitos viáveis no fígado de camundongos BALB/c 
infectados com L. chagasi. 

Através da técnica de diluição limitante, o parasitismo local foi avaliado 30 

dias após a infecção com 106 promastigotas de L. chagasi nos macerados de fígado 

dos animais do grupo controle (CT), grupo esplenectomizado (SP) e grupo 

autotransplantado em grande omento (AT). Os resultados mostram que os animais 

submetidos à esplenectomia total apresentaram carga parasitária significativamente 

maior no fígado quando comparados aos grupos CT e AT que por sua vez não 

diferiram entre si (Fig. 7). 
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Figura 7. Estimativa da carga parasitária nos macerados de fígado de animais 

BALB/c infectados com 106 promastigotas de L. chagasi.  A contagem dos parasitos 

foi feita pelo método da diluição limitante. Resultados são as médias ± desvio padrão 

expressos em log. CT (grupo controle), SP (grupo esplenectomizado) e AT (grupo 

esplenectomizado e autotransplantado em grande omento). *(p<0,05) indica diferença 

significativa entre SP versus CT e AT. 

 

Os camundongos infectados mostraram números detectáveis de 

parasitos em todos os órgãos avaliados sendo que os animais 

esplenectomizados tiveram carga parasitária maior no fígado, quando 

comparada aos demais grupos. 
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4.2 Quantificação da produção de IFN- no fígado de camundongos 
BALB/c infectados com L. chagasi. 

A produção de IFN- foi avaliada nos sobrenadantes dos macerados de 

fígado dos animais, 30 dias após a infecção com 106 promastigotas de L. 

chagasi.  Nos sobrenadantes dos macerados dos animais do grupo SP foram 

encontradas menores quantidades de IFN- (912.7 ± 68.34 pg/mL) em relação 

ao grupo CT (1296 ± 53.37 pg/mL) e AT (1189 ± 46.30 pg/mL) (Fig. 8). 

Entretanto não houve diferenças significativas entre os grupos CT e AT. 

 

                             

Figura 8. Quantificação de IFN- em sobrenadantes de macerados de fígado de 

animais BALB/c, após 30 dias de infecção com L. chagasi. Os animais foram 

infectados i.p com 106 promastigotas de L. chagasi 30 dias após a cirurgia. Os níveis de 

IFN- foram avaliados pelo método de ELISA. Resultados expressam as médias ± 

desvio padrão, expressos em pg ml-1. CT (grupo controle), SP (grupo esplenectomizado) 

e AT (grupo esplenectomizado e autotransplantado em grande omento). *(p<0,05) indica 

diferença significativa entre SP versus CT e AT. 
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4.3 Quantificação da produção de IL-12 no fígado de camundongos 
BALB/c infectados com L. chagasi. 

A produção de IL-12 foi avaliada nos sobrenadantes dos macerados de 

fígado, 30 dias após a infecção com 106 promastigotas de L. chagasi. Os 

animais do grupo SP produziram no fígado quantidades significativamente 

menores de IL-12 (437.4 ± 21.24 pg/mL) em relação aos grupos CT (613.1 ± 

75.87 pg/mL) e AT (605.1 ± 16.90 pg/mL). Entretanto, não houve diferença 

significativa entre os animais do grupo CT e grupo AT (Fig. 9). 

  

                                      

Figura 9. Quantificação de IL-12 em sobrenadantes de macerados de fígado de 

animais BALB/c, após 30 dias de infecção com L. chagasi. Os animais foram 

infectados i.p com 106 promastigotas de L. chagasi 30 dias após a cirurgia. Os níveis de 

IL-12 foram avaliados pelo método de ELISA. Resultados expressam as médias ± desvio 

padrão, expressos em pg ml-1. CT (grupo controle), SP (grupo esplenectomizado) e AT 

(grupo esplenectomizado e autotransplantado em grande omento). *(p<0,05) indica 

diferença significativa entre SP versus CT e AT. 
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4.4 Quantificação da produção de TNF- no fígado de camundongos 
BALB/c infectados com L. chagasi. 

A produção de TNF- foi avaliada nos sobrenadantes dos macerados de 

fígado, 30 dias após a infecção com 106 promastigotas de L. chagasi. Os 

animais SP produziram no fígado quantidades significativamente menores de 

TNF- (437.8 ± 19.92 pg/mL) em relação aos grupos CT (670.8 ± 77.60 pg/mL) 

e AT (689.5 ± 31.11 pg/mL). Não houve diferença significativa entre os animais 

dos grupos CT e AT (Fig. 10) quanto à produção de TNF-. 

 

Figura 10. Quantificação de TNF- em sobrenadantes de macerados de fígado de 

animais BALB/c, após 30 dias de infecção com L. chagasi. Os animais foram 

infectados i.p com 106 promastigotas de L. chagasi 30 dias após a cirurgia. Os níveis de 

TNF- foram avaliados pelo método de ELISA. Resultados expressam as médias ± 

desvio padrão, expressos em pg ml-1. CT (grupo controle), SP (grupo esplenectomizado) 

e AT (grupo esplenectomizado e autotransplantado em grande omento). *(p<0,05) indica 

diferença significativa entre SP versus CT e AT. 
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4.5 Quantificação da produção de IL-10 no macerado de fígado de 
camundongos BALB/c infectados com L. chagasi. 

A produção de IL-10 foi avaliada nos sobrenadantes dos macerados de 

fígado, 30 dias após a infecção com 106 promastigotas de L. chagasi. Os 

animais esplenectomizados produziram no fígado quantidades 

significativamente maiores de IL-10 (1533 ± 23.96 pg/mL) em relação aos 

animais dos grupos CT (1224 ± 61.47 pg/mL) e AT (1249 ± 67.14 pg/mL), que 

por sua vez, não diferiram entre si (Fig. 11). 

 

 

Figura 11. Quantificação de IL-10 em sobrenadantes de macerados de fígado de 

animais BALB/c, após 30 dias de infecção com L. chagasi. Os animais foram 

infectados i.p com 106 promastigotas de L. chagasi 30 dias após a cirurgia. Os níveis de 

IL-10 foram avaliados pelo método de ELISA. Resultados expressam as médias ± desvio 

padrão, expressos em pg ml-1. CT (grupo controle), SP (grupo esplenectomizado) e AT 

(grupo esplenectomizado e autotransplantado em grande omento). *(p<0,05) indica 

diferença significativa entre SP versus CT e AT. 
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4.6 Quantificação da produção de IL-17 no fígado de camundongos 
BALB/c infectados com L. chagasi. 

A produção de IL-17 foi avaliada no sobrenadante do macerado de 

fígado 30 dias após a infecção com 106 promastigotas de L. chagasi. Não 

houve diferença significativa entre os grupos CT (1368 ± 385.8 pg/mL) e AT 

(1595 ± 378.4 pg/mL) quanto à produção de IL-17. Contudo, os animais 

esplenectomizados produziram quantidades significativamente maiores de IL-

17 (3321 ± 862.8 pg/mL) em relação aos grupos CT e AT (Fig. 12). 

 

 

Figura 12. Quantificação de IL-17 em sobrenadantes de macerados de fígado de 

animais BALB/c, após 30 dias de infecção com L. chagasi. Os animais foram 

infectados i.p com 106 promastigotas de L. chagasi 30 dias após a cirurgia. Os níveis de 

IL-17 foram avaliados pelo método de ELISA. Resultados expressam as médias ± desvio 

padrão, expressos em pg ml-1. CT (grupo controle), SP (grupo esplenectomizado) e AT 

(grupo esplenectomizado e autotransplantado em grande omento). *(p<0,05) indica 

diferença significativa entre SP versus CT e AT. 
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4.7 Estimativa de parasitos viáveis no baço de camundongos BALB/c 
infectados com L. chagasi. 
  
 O parasitismo foi avaliado nos macerados de baço dos animais do grupo 

controle (CT) e no fragmento esplênico dos animais do grupo 

autotransplantado em grande omento (AT) através da técnica de diluição 

limitante, 30 dias após a infecção. Os animais foram infectados com 106 

promastigotas de L. chagasi. O gráfico abaixo mostra que não houve 

diferenças significativas na contagem dos parasitos entre o grupo com baço 

íntegro ou que foram submetidos ao implante autógeno esplênico (Fig. 13).  
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Figura 13. Estimativa da carga parasitária nos macerados de baço e em 

fragmentos esplênicos transplantados. Camundongos BALB/c foram infectados com 

106 promastigotas de L. chagasi 30 dias após a cirurgia.  A contagem dos parasitos foi 

feita pelo método da diluição limitante. CT (grupo controle) e AT (grupo 

esplenectomizado e autotransplantado em grande omento). Resultados são as médias ± 

desvio padrão expressos em log.  
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4.8 Quantificação da produção de citocinas (IL-12, TNF-, IFN- e IL-10) no 
baço de camundongos BALB/c infectados com L. chagasi. 
 

 A produção de citocinas IL-12, TNF-, IFN- e IL-10 foi avaliada nos 

sobrenadantes dos macerados de baço, 30 dias após a infecção com L. 

chagasi. Os resultados abaixo mostram que os animais do grupo CT têm níveis 

semelhantes de IL-12 (Fig. 14A), TNF-(Fig.14B), IFN- (Fig. 14C) e IL-10 (Fig. 

14D) quando comparados ao grupo AT.  

   

                 

 

                    
Figura 14. Quantificação de IL-12 (Fig. A), TNF-Fig. B), IFN- (Fig. C) e IL-10 

(Fig. D) em sobrenadantes de macerados de baço (CT) e fragmentos esplênicos 

transplantados (AT) de animais BALB/c, após 30 dias de infecção com L. chagasi. 
Os animais foram infectados i.p. com 106 promastigotas de L. chagasi 30 dias após a 

cirurgia. A produção de citocinas foi avaliada pelo método de ELISA. CT (grupo 

controle) e AT (grupo esplenectomizado e autotransplantado em grande omento). 

Resultados expressam as médias ± desvio padrão, expressos em pg ml-1.  
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4.9 Análise histológica do tecido hepático de camundongos BALB/c 
infectados com L. chagasi. 

 

A análise histológica do fígado dos animais infectados com L. chagasi 

revelou no grupo esplenectomizado (Fig. 15C) poucos acúmulos de infiltrados 

celulares comparado aos animais que possuem o baço intacto, que apresentou 

acúmulo um pouco maior de células inflamatórias no fígado (Fig. 15 A). Nos 

animais do grupo autotransplantado foi também verificada a presença de 

poucos infiltrados celulares (Fig. 15B). Todo o material foi analisado por um 

mesmo observador e os campos escolhidos de forma aleatória. Foram 

considerados os seguintes itens de avaliação: (1) a estrutura geral do órgão, 

(2) morfologia dos hepatócitos, (3) presença de acúmulo de células 

mononucleares intraparenquimatosas.  

 

 

 

Tabela 1: Número de áreas de infiltrados de células mononucleares no fígado de 

camundongos após 30 dias de infecção. 

Grupo 

 

 

             Áreas de infiltrados de células mononucleares a  

           30 dias                                                      (n)b 

Controle (CT)               ++d                             6 

Esplenectomizado (SP)                +e                             6 

Autotransplantado (AT)                 +e                             6 

a Média do número de áreas de infiltrados com células mononucleares em 80 campos 

analizados ao microscópio óptico.  b Número de camundongos estudados. c moderado 

(++) e d discreto (+). 
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Figura 15: Fotomicrografia de tecido hepático de camundongos infectados com L. 

chagasi. Presença de infiltrado inflamatório com acúmulo intraparenquimatoso de 

células mononucleares no fígado (setas), em animal do grupo controle (A), em 

camundongo do grupo esplenectomizado (B), e em camundongo do grupo 

esplenectomizado e autotransplantado (C). (400x). 
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5 DISCUSSÃO 

A importância incontestável do baço na resposta imunológica e a 

descoberta de outras atribuições desse órgão trouxeram uma nova orientação 

no tratamento das afecções esplênicas (ALBERTI et al., 2008). Tanto a 

indicação quanto a abordagem cirúrgica tornaram-se cada vez mais 

conservadoras (CHRISTO, 2005).  

Técnicas como a conservação do pólo superior do baço foram descritas.  

O pólo superior do baço, suprido apenas pelos vasos esplenogástricos, tem 

capacidade de remover da circulação bactérias vivas, mostrando que, mesmo 

sem a vascularização pelo pedículo esplênico, há uma eficiente depuração 

sangüínea (SILVA et al., 2003). E, em pacientes onde a esplenectomia total é 

inevitável, o transplante autógeno de baço se torna uma alternativa para a 

preservação das funções esplênicas (NUNES et al., 2005). 

A esplenectomia, em qualquer idade e por qualquer indicação, aumenta 

o risco de morte por infecção fulminante (PETROIANU, 2007; MARQUEZ, 

2001). Contudo, indivíduos infectados com o vírus da imunodeficiência humana 

(HIV) tendem a apresentar melhora do quadro clínico após a remoção do baço, 

possivelmente devido à eliminação da grande carga viral existente nos 

linfócitos esplênicos (BERNARD et al., 1998; SUMARAJU et al., 2001). 

Na literatura existem poucos trabalhos avaliando o papel do baço 

durante infecções causadas por protozoários. Embora vários estudos 

demonstrem o papel protetor do baço durante infecções provocadas por 

bactérias, Kuranaga e colaboradores (2005) demonstraram que a 

esplenectomia reduz o crescimento de Listeria monocytogenes após infecção 

endovenosa. Perobelli e colaboradores (2008), também demonstraram o 

controle desta bactéria nos animais esplenectomizados, enquanto que os 

animais esplenectomizados infectados com Escherichia coli demonstraram 

maior susceptibilidade. No entanto, esta susceptilidade foi revertida pelo 

transplante autógeno de baço que manteve as funções do órgão independente 

do sítio de implante ter sido retroperitônio ou grande omento. 

 Neste trabalho, foi avaliado o efeito da remoção do baço em 

camundongos BALB/c infectados com L. chagasi através da carga parasitária, 
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produção de citocinas e análise histopatológica.  Foi demonstrado que animais 

que possuem o baço íntegro ou submetidos ao implante esplênico autógeno 

foram mais resistentes a infecção com L. chagasi comparados aos animais 

esplenectomizados.  Isso sugere um importante papel protetor do baço durante 

a LV. Os dados obtidos mostram que os animais infectados com L. chagasi e 

submetidos à esplenectomia apresentaram uma carga parasitária maior no 

fígado comparados aos animais que possuem o baço íntegro, sugerindo que na 

ausência do baço as amastigotas migram para o fígado já que as mesmas têm 

um tropismo por este órgão. Estes resultados sugerem que a esplenectomia 

pode influenciar na resposta imunológica durante a LV. 

Entretanto, Maioli e colaboradores (2007) demonstraram que a 

esplenectomia não altera o perfil de citocinas e nem mesmo a carga parasitária 

dos animais infectados com L. major, patógeno causador da leishmaniose 

cutânea, mas sugere a importância do baço na resposta imune protetora contra 

a LV.  

Em LV não está claro o modelo de resposta Th1/Th2 como proteção e 

susceptibilidade respectivamente. Estudos têm encontrado diferenças entre 

esses modelos e aqueles de leishmaniose cutânea (GOTO e PRIANTI, 2009). 

Sabe-se que durante a infecção por protozoários do gênero Leishmania, 

as células do sistema mononuclear fagocítico parasitadas atuam como APCs, 

as quais ativam L TCD4+ Th1 ou Th2. Se ativados, os linfócitos Th1 produzem 

citocinas como IFN-, TNF- e IL-2, citocinas proinflamatórias que aumentam a 

atividade fagocítica das células e a citotoxicidade dos linfócitos. Os macrófagos 

ativados por sua vez, produzem IRO e IRN, substâncias tóxicas para o parasito 

levando ao controle e eliminação da infecção (HOLZMULLER et al., 2006). No 

entanto, os linfócitos Th2 produzem citocinas antiinflamatórias como IL-4, IL-5 e 

IL-10 e ativam os linfócitos B desencadeando a produção de anticorpos 

(ALEXANDER E BRYSON, 2005; IKEDA et al., 2007. A produção intensa de 

anticorpos leva ao acúmulo de imunocomplexos nas paredes dos vasos 

sanguíneos, podendo ser, portanto, prejudicial e não protetora para o 

hospedeiro (IKEDA et al., 2007; COSTA et al., 2000). 

A imunidade efetiva para Leishmania sp. é mediada por células e resulta 

na morte do parasito por macrófagos ativados. No entanto, na LV há forte 

depressão da imunidade celular, baixa produção de citocinas proinflamatórias, 
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como IFN- e IL-2 e, por outro lado, aumento da produção das citocinas IL-4 e 

IL-5, ativação policlonal de células B e hipergamaglobulinemia (HOLADAY et 

al., 1993). 

Embora vários fatores possam contribuir para a ausência da resposta 

imune celular na LV, as evidências de que existe nesta doença ativação de 

células Th2 e de células regulatórias da resposta imune indicam a importância 

de avaliar o papel de citocinas com atividade imunomoduladora na patogenia 

da leishmaniose visceral. 

Neste trabalho foi possível observar que os animais submetidos à 

esplenectomia apresentaram níveis elevados de IL-10 no fígado, coincidindo 

com o aumento da carga parasitária. A IL-10 é uma citocina que modula tanto a 

imunidade inata quanto a imunidade adaptativa exercendo sua atividade 

antiinflamatória tanto na leishmaniose experimental quanto em humanos 

(NYLÉN et al., 2007). Esta citocina suprime muitas funções de células NK e de 

células T por inibir a apresentação de antígenos e a produção de citocinas pró-

inflamatórias como IL-12 e IFN- (KANE e MOSSER, 2001). A IL-10 foi descrita 

como uma citocina de células Th2, mas hoje se sabe que outros tipos celulares 

também podem produzir como monócitos/macrófagos, LB, timócitos e 

queratinócitos.  

 Alguns trabalhos têm demonstrado que a infecção com L. donovani 

induz a secreção de IL-10 e atenua a geração de superóxido, óxido nítrico e 

TNF-, facilitando a sobrevivência deste parasito, situação esta que é revertida 

quando se faz tratamento com anticorpos anti-IL-10 (BHATTACHARYYA et al., 

2001). A IL-10 bloqueia a ativação de uma resposta Th1 e consequentemente 

uma resposta citotóxica por diminuir a produção de IL-12 e IFN-, inibindo 

dessa forma a ativação de macrófagos e a habilidade destas células em 

eliminar a Leishmania (RIBEIRO et al.,1998).  

O tratamento de camundongos com anticorpos anti-IL-10 durante a 

leishmaniose visceral experimental estimula a produção de citocinas Th1 e 

aumenta a produção de NO concomitantemente coma expressão de iNOS 

reduzindo a carga parasitária no baço e fígado (BHATTACHARJEE et al., 

2009). 
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 Entretanto, durante muitas infecções, LT CD4 produzem ambos IFN- 

para estimular linfócitos Th1 e IL-10. Novos dados mostram que a IL-10 

produzida pelas células efetoras Th1 limitam os danos causados pela 

inflamação exagerada. Mas, esse controle pode também limitar a efetividade 

da resposta imune resultado na falha em eliminar o patógeno (TRINCHIERI, 

2007; LEAVY et al., 2007). 

Neste trabalho sugerimos que o aumento da carga parasitária no fígado 

dos animais esplenectomizados e infectados seja em parte, conseqüência do 

aumento da produção de IL-10, já que esta citocina atua como supressora de 

uma resposta Th1 protetora durante a LV. Além dos monócitos/macrófagos, LB, 

timócitos, queratinócitos e Tregs produzirem IL-10, outros tipos celulares como 

L TCD4+CD25-Foxp3- também são capazes de induzir a produção de IL-10 

contribuindo dessa forma para o estabelecimento da infecção (RODRIGUES et 

al., 2009). 

No presente trabalho, além da redução na produção de IFN-, citocinas 

proinflamatórias como IL-12 e TNF- também tiveram seus níveis reduzidos 

nos animais esplenectomizados. A IL-12 tem sido apontada como um dos mais 

importantes componentes da fase inicial da infecção pela Leishmania (TAYLOR 

e MURRAY, 1997). A IL-12 é produzida primariamente por células 

apresentadoras de antígeno (monócitos, macrófagos, células dendríticas e 

linfócitos B) e sua principal atividade biológica é sobre células T e células NK, 

nas quais ela estimula a produção de citocinas, principalmente IFN-, 

proliferação celular e citotoxicidade. A IL-12 desempenha um papel importante 

na diferenciação e expansão de células T CD4+ do tipo Th1 e é importante 

para o padrão de resistência do camundongo (MURRAY et al, 2000b).  

Bacelar e colaboradores (2000) demonstraram que IL-12 é fundamental 

para a manutenção de uma resposta imune Th1 em indivíduos curados e que 

IL-10 é a principal citocina que pode desregular uma resposta imune, sendo, 

portanto as principais citocinas reguladoras durante a LV.  

Já no trabalho de Magalhães e colaboradores (2006), foi demonstrada a 

elevação simultânea de níveis plasmáticos e intracitoplasmáticos de IFN- e IL-

10 em indivíduos com LV ativa. Kemp e colaboradores (1999) demonstraram 

existir uma população de linfócitos T produtores tanto de IFN- quanto de IL-10, 
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além dos subtipos convencionais Th1 e Th2. Estes linfócitos são gerados na 

presença de IL-12, enquanto anticorpos neutralizantes anti-IL-12 impede a 

geração de IFN- e IL-10.  

Embora o baço seja o sítio de infecção crônica durante a LV, ele é um 

importante órgão produtor de IFN- e nós observamos que a esplenectomia 

reduz os níveis de IFN- no fígado dos animais infectados com Leshmania 

chagasi. Isso sugere, portanto, que a esplenectomia pode influenciar na 

produção de IFN- pelo fígado, alterando a resposta imunológica contra a 

Leishmania, e o controle da doença. 

Os animais submetidos à esplenectomia apresentaram quantidades 

menores de IFN- no sobrenadante do macerado do fígado e maior 

parasitemia. Sabe-se que esta citocina limita o crescimento de Leishmania sp. 

em macrófagos murinos e humanos, limitando assim a progressão da doença 

(MURRAY et al., 1992).  No entanto, os animais com baço intacto e os animais 

submetidos ao implante autógeno de baço em grande omento tiveram níveis 

semelhantes de IFN-, IL-12 e TNF-, sugerindo que o autotransplante é capaz 

de manter a as funções esplênicas de um baço normal. 

O IFN- produzido por células T, células dendríticas, macrófagos e 

células NK tem a função de induzir a síntese de NO, ativando funções 

microbicidas (REINER et al., 1995). Dessa forma, a baixa produção de IFN- 

nos animais esplenectomizados pode estar relacionada à incapacidade de 

ativar os mecanismos microbicidas dos macrófagos como a produção de NO. 

Embora o IFN- tenha sido produzido, uma produção concomitante de 

IL-10 foi identificada. Esta citocina está então, associada à progressão da 

doença por exercer um papel imunorregulador, podendo inibir os efeitos do 

IFN- e conseqüentemente a eliminação do parasito. Sabe-se que a modulação 

local ou sistêmica dos níveis de IFN- é um determinante crítico na resolução 

da infecção. Além disso, o TNF- produzido, sobretudo por macrófagos, LT e 

células NK agem juntamente com IFN-, induzindo a produção de NO e 

consequentemente a morte das amastigotas no interior dos macrófagos. Assim 

sendo, neste trabalho nós também identificamos níveis reduzidos de TNF- 

nos animais esplenectomizados. O TNF- contribui para uma resposta imune 

protetora no fígado com formação de granulomas e geração de IRO e IRN, 
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importantes para conter o crescimento do parasito. O TNF- é importante não 

somente na fase inicial como também na fase final da doença, visto que 

animais TNF--/- são susceptíveis a infecção e progridem para uma infecção 

fatal.  Além disso, a ausência de TNF- muda a arquitetura do tecido linfóide, 

leva a perda da resistência hepática devido a pouca ou nenhuma migração de 

linfócitos T (ENGWERDA et al., 2002). A menor produção de TNF- no fígado 

dos animais esplenectomizados pode estar relacionada à pequena quantidade 

de infiltrados celulares observados quando comparados aos animais controle ( 

MURRAY, 2001b). 

A presença de poucos sítios inflamatórios no fígado pode estar 

relacionada à falha no controle da infecção com L. chagasi. Foi observado que 

animais submetidos à esplenectomia tiveram carga parasitária maior no fígado 

quando comparados aos demais grupos, o que correlaciona com um menor 

número de infiltrados inflamatórios e uma menor produção de TNF-. Nossos 

dados sugerem que na ausência do baço, as leishmanias migram para o 

fígado, já que apresentam também um tropismo por este órgão. No entanto, 

sabe-se que a infecção hepática provocada por parasitos do gênero 

Leishmania é autolimitante através de uma resposta imune granulomatosa 

envolvendo células de Kupffer, monócitos, LT CD4+, LT CD8+, produção de NO 

e múltiplas citocinas incluindo IFN-, IL-12, IL-4 e níveis moderados de TNF-

(BACELLAR e CARVALHO, 2005). 

 Outra citocina recentemente envolvida na imunidade contra infecções é 

a IL-17. Em humanos, a infecção com LV estimula a diferenciação de células 

Th17, com produção de IL-17, IL-22, e IFN- por células mononucleares 

sanguíneas, promovendo reparos nos tecidos e estando dessa forma 

associada a proteção (PITTA et al., 2009). Neste trabalho, porém, os animais 

submetidos à esplenectomia tiveram seus níveis de IL-17 aumentados quando 

comparados aos outros grupos. Sabe-se que a combinação de TGF- e IL-6 

induz populações de linfócitos Th17 a produzirem IL-17, tanto IL-17A quanto IL-

17F (LIANG et al., 2007). 

 Apesar de o baço ser um órgão importante para a produção de 

imunoglobulinas e atividade dos linfócitos B, esses anticorpos não são 

protetores o que não elimina o baço da sua função protetora durante a LV. Além 
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disso, a esplenectomia ainda é um procedimento clínico comum usado para 

melhorar a hepatoesplenomegalia durante a esquistossomose LV em humanos 

(BRANDT et al., 2006). No entanto, em casos de co-infecção com HIV a 

esplenectomia não é suficiente para controlar a leishmaniose visceral, além de 

colocar o paciente exposto a infecções bacterianas e outros tipos de infecções 

parasíticas (TROYA et al., 2007). 

O nosso estudo sugere um importante papel protetor do baço durante a 

leishmaniose visceral, visto que na sua ausência, o fígado torna-se 

intensamente parasitado. Além disso, como já foi demonstrado por diversos 

estudos, a esplenectomia torna o indivíduo mais susceptível a outros tipos de 

infecções, principalmente aquelas provocadas por bactérias encapsuladas. 

Portanto a esplenectomia pode interferir no padrão de resposta imunológica 

dos animais infectados com L. chagasi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 

 

6 CONCLUSÕES 

 

 A esplenectomia aumenta a suscetibilidade à infecção por L. chagasi em 

camundongos BALB/c. 

 

 Os animais infectados com L. chagasi submetidos à esplenectomia (SP) 

apresentaram carga parasitária maior no fígado quando comparados aos 

animais que possuem baço intacto (CT) ou que receberam o implante 

autógeno de baço (AT). 

 
 Animais do grupo SP apresentaram redução na produção de IFN-, TNF- e 

IL-12 no fígado, 30 dias após a infecção por L. chagasi, o que pode estar 

correlacionado com o aumento da carga parasitária neste grupo. 

 

 Animais do grupo SP apresentaram maior produção de IL-10 no fígado, 30 

dias após a infecção por L. chagasi, o que pode estar correlacionado com o 

aumento da carga parasitária neste grupo. 

 
 A análise histológica demonstrou menor acúmulo de células mononucleares 

no fígado dos animais do grupo SP, em relação aos grupos AT e CT, após 

30 dias de infecção com L. chagasi.  

 
 A esplenectomia influencia na resposta imunológica dos animais infectados 

com L. chagasi tornando os camundongos esplenectomizados mais 

susceptíveis à infecção. 

 
 A produção de citocinas por células dos fragmentos esplênicos 

transplantados e a carga parasitária nesses fragmentos foi semelhante à 

observada no baço original, sugerindo que os fragmentos esplênicos 

transplantados preservam as funções imunológicas do órgão original. 
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