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RESUMO

O implante autdogeno de baco é uma opcdo para a preservacdo das funcdes
esplénicas apOs esplenectomia total. Individuos esplenectomizados sdo mais
susceptiveis a infec¢bes por diversas bactérias, havendo poucos relatos sobre a
importancia do baco na resisténcia a infeccao por parasitos do género Leishmania.
As leishmanioses sdo doencas infecciosas causadas por protozoarios unicelulares
flagelados, que sobrevivem em macréfagos apoés a fagocitose. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia da esplenectomia e de implantes esplénicos
autdgenos na carga parasitaria e producdo de citocinas como IFN-y, IL-12, TNF-a,
IL-10 e IL-17 no figado e baco de camundongos BALB/c infectados
intraperitonialmente com 10° promastigotas de Leishmania chagasi. A presenca de
infiltrados inflamatoérios no figado dos animais infectados foi também avaliada em
cortes de tecidos incluidos 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 apés a realizacdo da cirurgia os animais foram infectados
com 10° promastigotas de L. chagasi. Apés trinta dias da infeccdo os animais foram
eutanasiados, tendo o baco e figado coletados, macerados e usados para avaliar a
carga parasitaria pelo método da diluicdo limitante e os sobrenadantes dos
macerados utilizados para a producdo de citocinas pelo método de ELISA. Os
resultados obtidos mostram que os animais esplenectomizados apresentam carga
parasitaria maior no figado quando comparados aos grupos CT e AT, coincidindo
também com a maior producgdo de IL-10. Por outro lado, animais esplenetomizados
tiveram menor producéo de IFN-y, IL-12 e TNF-a, quando comparados aos animais
controle e autotransplantado em grande omento. Ja a IL-17 foi produzida em maior
guantidade no figado dos animais esplenectomizados. Nos animais SP e AT foram
observados poucos infiltrados de células mononucleares no figado, em comparacao
aos animais CT, que mostraram um acumulo moderado de infiltrados no figado. Os
resultados obtidos sugerem a importancia do bago para o desenvolvimento de uma
resposta imune mais efetiva a infeccdo com L. chagasi. Isto correlaciona com a
producdo elevada de citocinas pro-inflamatérias com perfii Thl, e maior
recrutamento de células mononucleares para o sitio de infeccdo. Portanto a
esplenectomia pode interferir no padrdo de resposta imunoldgica dos animais
infectados com L. chagasi, levando a maior suscetibilidade a infecgéo.

Palavras-chave: esplenectomia, Leishmania, citocinas, carga parasitaria.



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-y, IL-12, TNF-q, IL-10 and IL-17 in the liver
and spleen of BALB/c mice infected intraperitoneally (i.p.) with 10° 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 10° 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-y, IL-12 and TNF-a
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 Thl 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 INTRODUCAO

1.1 O bago

As primeiras citacfes sobre baco se iniciaram com Hipécrates e se
intensificaram com Galeno (130 a 200 d.C.) que afirmou ser o bago um 06rgéo
misterioso com fungdes a serem descobertas (PETROIANU, 2003a). Kyber (1870)
estabeleceu a anatomia compartimental do bagco em humanos, cées, cavalos e
coelhos como sendo dividido em diversos segmentos por septos fibrosos e que
estes eram irrigados por sua artéria propria (OLIVEIRA et al., 2008).

Considerado um 6rgdo misterioso e por ter sua funcdo pouco conhecida,
acreditava-se que sua remocao cirargica consequente ao trauma ou outras doencas,
nao provocaria dano maior ao paciente (PISTERS, 1994). No entanto, em 1919,
Morris e Bullock sugeriram que a auséncia do bago poderia estar associada ao
aumento da susceptibilidade a infec¢do, incentivando a pesquisa sobre o tema.
Estes pesquisadores advertiram que a morte que segue a infeccdo pos-
esplenectomia em seres humanos pode ter relacdo com os fatos observados
experimentalmente e que os cirurgides deveriam ter maior cautela na remogéo do
baco.

Em 1929, O’'Donnel publicou o primeiro relato de caso de infecgdo pos-
esplenectomia. Somente a partir da publicacdo de King e Shumacker (1952) na qual
foram relatados casos de sepse fulminante pés-esplenectomia, € que o baco passou
a ter despertada sua importancia quanto a conservag¢do. Dando continuidade aos
estudos sobre as func¢des do baco, Singer (1973) verificou que a incidéncia de
infeccdo grave e fatal € maior nos individuos esplenectomizados do que nha
populacdo em geral. Coil (1978) demonstrou em seu estudo que animais
esplenectomizados expostos a uma suspensdo aerossol de Streptococcus
pneumoniae sdo mais susceptiveis a infeccdo quando comparados aos animais que
apresentavam o bacgo intacto. Assim, desde o conhecimento sobre o aumento do
risco de infeccdo e septicemia relacionado a esplenectomia, os estudos sobre o
baco tornaram-se progressivamente mais frequentes.

O bago constitui parte integral da resposta imune do hospedeiro. E 0o maior

orgao linféide secundario, localizado no quadrante superior esquerdo do abdome
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(Fig. 1), pesando cerca de 150 gramas em adultos humanos. Macroscopicamente, 0
baco pode ser dividido em uma por¢cdo denominada polpa vermelha, rica em
eritrocitos e macréfagos e outra denominada polpa branca onde se encontram
foliculos de tecido linféide ricos em linfécitos T e B, plasmécitos, reticuldcitos,
fibrécitos e células dendriticas (Fig. 1). E na polpa vermelha que o sangue é filtrado,
enquanto a polpa branca € responsavel pela defesa imunolégica (PEREIRA et
al.,1999). As areas especializadas com acumulos de linfocitos sdo conhecidas como
polpa branca, contendo linfécitos B que se acumulam em foliculos e uma bainha
linfocitica periarteriolar (PALS), contendo linfocitos T que se acumulam ao redor de
uma arteriola central. A polpa branca é separada da polpa vermelha rica em
eritrocitos pela zona marginal (ZM) (CESTA, 2006). A ZM do baco de camundongos
constitui-se de células reticulares, linfocitos B, células dendriticas, macrofagos
metalofilicos marginais (MMM) e macréfagos da zona marginal (MZM). Os MMM
estdo localizados na borda interna da ZM, adjacente a polpa branca, enquanto os
MZM estao presentes no limite externo da ZM, adjacente a polpa vermelha (ATO et
al., 2004; GEIJTENBEEK et al., 2002).

Na ZM, o sangue passa pelas arteriolas terminais, que se abrem nos
sinusdides, onde passa lentamente favorecendo com que as particulas
transportadas pela circulacdo sanguinea possam ser removidas pelos MZM e células
dendriticas com alta eficiéncia. Adicionalmente a remocdo dos antigenos da
circulacdo, a ZM também tem um papel importante no direcionamento dos linfécitos
que transitam do sangue para a polpa branca. Subpopulacées de células dendriticas
especializadas sdo encontradas nesta estrutura, ponto no qual os antigenos podem
ser capturados e onde as respostas de células T e B podem ser moduladas
(ENGWERDA et al.,, 2004). Essa organizacdo estrutural é controlada por
quimiocinas especificas, moléculas de adesdo e receptores de enderecamento,
fundamentais para permitir o funcionamento do sistema imune, que é dependente da
interacdo entre as varias populacdes celulares que compdem o sistema imunoldgico
e o0 orgao (MEBIUS e KRAAL, 2005).

A funcao crucial de um 6rgéo linféide secundario € iniciar a resposta imune. O
baco recebe células oriundas de outras regibes do corpo, denominadas
apresentadoras de antigenos (APC). Dentre estas células estdo os macrofagos,

linfécitos B e células dendriticas, capazes de apresentar antigenos associados a
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moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe I,
podendo ativar linfécitos T CD4+ (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

O baco tem importante papel na defesa do organismo devido a seus
mecanismos de filtracdo e fagocitose, além da producao de fatores do complemento
e imunoglobulinas, em especial a IgM. E responséavel pela fagocitose e depuragéo
de particulas, bactérias, virus, fungos e parasitos da corrente sanguinea (MARQUES
et al., 2002b).

Além disso, o baco funciona como um centro hematopoético até ao final da
vida fetal. Ap6s o nascimento a medula O6ssea torna-se o principal local deste
processo (MOORE et al., 2004).

O baco é responsavel pela producéo de tuftsina, um tetrapeptideo circulante
gue atua estimulando a atividade e migracdo de células fagociticas. Tal funcéo é
particularmente importante no periodo inicial de invasdo bacteriana e na prevencao
da infeccao através da manutencdo de um nivel adequado de fagocitose. Também
produz a properdina, molécula responsavel por estabilizar a C3 convertase da via
alternativa do sistema complemento, favorecendo a lise mediada pelo complemento
e a producdo de opsoninas que atuam na opsonizac¢ao, facilitando a fagocitose de
bactérias e células alteradas (WAISBERG et al., 1993).

Outra importante funcdo atribuida ao baco é a regulacdo do metabolismo
lipidico. Acredita-se que o tecido esplénico atue como um grande filtro biol6gico
captando e destruindo o LDL - colesterol, através de receptores ha membrana de
macrofagos, controlando assim os seus niveis e os de colesterol total (FATOUROS
et al., 1995). Entretanto, Rezende e colaboradores (2007) sugeriram em seu trabalho
gue o baco parece néo participar da regulacdo dos niveis de lipidios plasmaticos em
camundongos BALB/c.

Mesmo com todas as evidéncias cientificas de que o baco € um érgao
importante, tanto na defesa orgéanica quanto por suas multiplas fungcdes metabdlicas
e hematoldgicas, a maior parte dos médicos continua indicando a retirada completa
desse 6rgdo para tratar ou controlar disturbios metabdlicos dislipidémicos, como a
doenca de Gaucher, moléstias hematologicas, como a hepatoesplenomegalia e
afecgcbes oncoldgicas, destacando-se as leucoses (PETROIANU et al., 2008b).

Nos servigos de emergéncia, observa-se que o baco € um dos érgaos intra-
abdominais mais frequentemente lesados, principalmente em criancas vitimas de

traumatismos abdominais contusos. Muitas vezes, a gravidade do quadro ou a



16

inexperiéncia do cirurgido leva a realizagdo de esplenectomias totais (RESENDE e
PETROIANU, 2001). Pacientes vitimas de traumatismos esplénicos e
esplenectomizados assumem um estado de asplenia e consequentemente adquirem
uma grande susceptibilidade a infeccdes que podem ser progressivas e fatais
(TIMENS e LEEMANS, 1992).

Estudos anteriores mostraram, tanto em humanos quanto em modelos
experimentais, que a remocdo do baco por esplenectomia resulta em perda da
concentracdo de imunoglobulinas e prejudica a retirada de particulas do sangue
(KANG et al., 2004; SIPKA et al., 2006). Isso pode ser comprovado pela gravidade
da sepse que atinge mais de 2% de individuos esplenectomizados, com maior
destaque em criancas, que possuem o0 sistema imunitario ainda imaturo, e em
pessoas imunodeprimidas (RESENDE e PETROIANU, 2002). Os quadros sépticos
graves sdo muito mais comuns em esplenectomizados do que na populagdo em
geral, a ponto da sepse estar envolvida no 6ébito em trés quartos dos asplénicos,
contra menos de um quarto dos que possuem baco. AlteracBes no metabolismo das
bilirrubinas, de diversos aminoacidos e dos lipidios também s&o encontradas apos a
retirada completa do baco (PETROIANU et al., 2008a). O risco de desenvolvimento
da infeccdo fulminante pos esplenectomia ocorre tanto em adultos, quanto em
criancas, podendo surgir em qualquer época apés a cirurgia e seu risco independe
da indicacéo cirurgica para a esplenectomia (MARQUES e PETROIANU, 2003). A
esplenectomia priva o organismo de um eficiente filtro fagocitario. Sepse e outras
complicagdes infecciosas sédo consequéncias bem conhecidas da retirada do bago.
Com o objetivo de diminuir esses efeitos adversos e preservar as multiplas funcées
desse 6rgdo, abordagens conservadoras do baco tém sido cada vez mais utilizadas
guando nao houver contra-indicacdo a conservacado de tecido esplénico (LIKHITE,
1978; MARQUES et al., 2003). Entretanto, quando a esplenectomia total € inevitavel,
0 autotransplante de baco torna-se a Unica opcao de preservacdo das funcbes
esplénicas (PETROIANU, 2003b; SOUZA et al., 2005).

De acordo com a literatura, para se manter a viabilidade do bago, é
necessario preservar o pediculo vascular esplénico intacto (LIMA e PIMENTA, 1987).
Entretanto, estudos prévios, mostraram que o0 poélo superior do baco apresenta
vascularizagcdo propria: 0s vasos esplenogastricos, que ndo dependem do pediculo
esplénico. Desse modo, afec¢cbes em que o pediculo esplénico ndo puder ser

preservado, como ocorrem no trauma maior do baco, podem ser tratadas
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adequadamente mantendo seu polo superior suprido pelos vasos esplenogéstricos
(PATEL et al., 1981).

Varios locais de implante tém sido estudados. As porcdes de baco podem ser
implantadas no mauasculo abdominal, cavidade peritonial, tecido subcutaneo
mesentério, retroperitdnio, mas os melhores resultados foram conseguidos quando o
implante foi feito no grande omento (SIPKA et al., 2006; KARAGULLE et al., 2007).
Silveira e colaboradores (2002) justificaram a opcéo pelo local de transplante do
baco no grande omento, pelo fato de que o autotransplante ao ser irrigado pelas
artérias gastroepipldicas goza de um débito sanguineo que sera pouco inferior ao da
artéria esplénica. Além de constituir o melhor local para o autotransplante e por ter
uma rica vascularizacdo, o grande omento € ainda muito rico em células
inflamatorias, fatores de crescimento e citocinas. A maioria da bibliografia
encontrada que analisou a eficacia do autotransplante em humanos escolheu o
grande omento como local de preferéncia para implante dos fragmentos de baco e
todos concluiram que havia recuperacdo das funcdes esplénicas, valorizando a
aplicacdo desta técnica (LEEMANS et al., 1999; RESENDE e PETROIANU 2002;
UPADHYAYA, 2003). Outro aspecto de grande relevancia para o sucesso do
autotransplante € a quantidade de tecido que deve ser transplantado. Estudos
prévios mostraram a necessidade de pelo menos 25% do tecido esplénico normal
para se obter a funcdo adequada do baco (MARQUES et al., 2002a)

Muitos trabalhos tém demonstrado que os individuos que ndo possuem baco
(asplénicos) sdo mais susceptiveis a infec¢des por bactérias encapsuladas que séo
depuradas por opsonizacdo e fagocitose, demonstrando que essa funcdo é
deficiente na auséncia do baco (KING e SCHUMACKER, 1954; SANCHEZ, 2001).
Nesse contexto, diversos modelos experimentais mostram a efetividade do
transplante autdégeno de baco na protecdo do organismo contra infec¢des. Marques
e colaboradores (2004) verificaram em seu experimento que o0 auto-implante
esplénico, no grande omento, em ratos, adquire a arquitetura macro e microscopica
de um baco normal e preserva a funcéo fagocitaria bacteriana durante a infeccéo
com Escherichia coli. Teixeira e colaboradores (2008) demonstraram que a técnica
do autotransplante esplénico € uma estratégia alternativa quando comparado a

esplenectomia total mantendo as fungfes esplénicas durante o combate da infecgédo

causadapor Staphylococcus aureus. Além disso, individuos infectados com o
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Plasmodium e que sofrem esplenectomia apresentam carga parasitaria aumentada
no sangue, sugerindo que a funcéo fagocitaria do baco é fundamental na maléria,
visto que o baco € o principal responsavel pela remoc¢éo dos eritrocitos parasitados
da circulacdo (DEMAR et al., 2004)

O baco desempenha papel fundamental no desenvolvimento da infeccao por
L. chagasi, pois se encontra infectado em todos 0s casos e durante todo o curso da
doenca, além de ja ter sido demonstrado que € o primeiro 6rgdo a apresentar o
parasito, 0 que sugere uma invasao precoce. Esse 0Orgdo esta intimamente
relacionado as manifestacdes clinicas da doenga, desde a hepatoesplenomegalia
até a morte de pacientes quando nao tratados (CAMARGO et al., 2006). Além disso,
outro aspecto que demonstra a importancia do baco na leishmaniose é o fato de ser
um 6rgdo linféide intensamente parasitado, representando um local de nitida
interacdo entre o sistema imunologico do hospedeiro e a Leishmania. Esse cenario
torna o baco um interessante 6rgdo para analisar as alteracdes imunologicas, que
levam a disfuncdo da imunidade celular e a ativacdo de uma resposta humoral
ineficaz, que sdo de extrema importancia na patogénese da leishmaniose visceral
(BACELLAR et al., 2005).

Figura 1: Localizag&o e estrutura do baco. Fonte: www.portalsaofrancisco.com.br
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1.2 Leishmaniose: agente etiologico

As leishmanioses sdo enfermidades causadas por protozoarios unicelulares
flagelados do género Leishmania, pertencentes a familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida. Sao parasitos intracelulares obrigatérios das células do sistema
mononuclear fagocitico, com duas formas principais: uma flagelada ou promastigota
(Fig. 2 B), encontrada no tubo digestorio do inseto vetor, e outra forma denominada
amastigota, com um pequeno flagelo ndo exteriorizado (Fig. 2 A), observada nos
tecidos dos hospedeiros vertebrados (ALMEIDA et al., 2003; LESSA et al., 2007).

A primeira descri¢cdo do parasito das leishmanioses foi feita por Cunningham,
na india, 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 pigmentacdo da pele ocorrido durante a doenca (SOUZA, 2007). Em
1900, William Leishman ao realizar autépsia num soldado que havia ido a 6bito na
india, identificou no bago, a presenca de um protozoario. Entretanto, suas anotacées
nao 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
semelhanca do parasito com o agente etioldégico da tripanossomiase e identificou-o
como responsavel etioldgico do calazar, enquanto Donovan descreveu o parasito
como sendo um esporozoario. Foi entdo que o médico inglés Ronald Ross
(descobridor da etiologia da maléria e de seu mecanismo de infec¢éo), demonstrou
que 0S organismos ndo eram esporozoarios e estabeleceu um novo género,
Leishmania, agente causador das leishmanioses prestando homenagem a
Leishman, jA que a identificacdo do parasito como protozoario decorreu de seus
estudos (BASANO e CAMARGO, 2004; MILES, 2007).

Entre as espécies de Leishmania, vinte sdo potencialmente patogénicas para
o homem, e os agentes causadores da leishmaniose visceral (LV) sdo 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 etiologico da leishmaniose visceral americana (LVA)
é L. chagasi, enquanto que na Europa, Asia e Africa, os agentes responsaveis sio a

L. infantum e L. donovani. No Brasil, a doenca €& causada pela L. chagasi,
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considerada por alguns autores como espécie semelhante a L. infantum encontrada
em alguns paises do Mediterraneo e da Asia (CAMARGO et al., 2007).

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

Figura 2 A e B: Leishmania-forma amastigota (Fig. 2A) encontrada nos macrdfagos do
hospedeiro e forma promastigota (Fig. 2B) encontrada no tubo digestério do inseto vetor.
Fonte: www.dbbm.fiocruz.br/html/morfologia.htm

1.3 Leishmaniose: vetores e hospedeiros

As espécies de Leishmania diferem na viruléncia, nos sintomas clinicos, na
preferéncia dos insetos vetores e na distribuicdo geografica. Entretanto todas tém
um ciclo similar, com a forma amastigota no hospedeiro mamifero e a forma
promastigota no inseto vetor. Os vetores da LV sao insetos pertencentes a Ordem
Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Género Lutzomyia,
conhecidos popularmente, dependendo da localizacdo geografica, 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 Umidos, ricos em matéria organica e de baixa incidéncia
luminosa (NEVES, 2005; REY, 2001). Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva 1912) € o
vetor primario na transmissédo da LVA (ARAKI et al., 2009). No Brasil, Lutzomyia € o
género mais estudado devido ao seu papel como vetor na transmissao dos agentes

causadores das leishmanioses (REBELO et al., 1996). Mais recentemente,
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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 distribuicdo geografica de Lutz. longipalpis &
ampla e parece estar em expansado, visto que estes flebotomineos estdo 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). Ha indicios de que o periodo de maior
transmissdo da LV ocorra durante e logo apos a estacdo chuvosa, quando ha um
aumento da densidade populacional do inseto (SILVA et al., 2007).

Dentre os hospedeiros vertebrados tem-se animais silvestres (roedores,
gambas, tamanduds, tatus, primatas, raposas e preguicas), animais domeésticos
(cées, gatos e equinos) e o homem. No ambiente doméstico, o cdo (Canis familiaris
Linnaeus, 1758) é considerado o principal reservatério da LVA. Assim, o céo
representa uma fonte de infeccdo para o vetor, sendo um importante elo na
transmissdo da doenca para o homem (VERCOSA et al., 2008). O homem também
pode ser fonte de infeccéo, principalmente quando a LV incide sob a forma de
epidemia.

Os cées infectados podem ou ndo desenvolver quadro clinico da doenca,
cujos sinais sao: emagrecimento, ericamento e queda de pélos, ndédulos ou
ulceracdes (mais frequentes 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
manifestacdes clinicas destes reservatérios € importante para ado¢cao de medidas
de controle da doenca. Os canideos apresentam intenso parasitismo, o0 que permite
uma fécil infeccdo do mosquito, e, por este fato, sdo 0os mais importantes elos na
manutenc¢do da cadeia epidemioldogica (MONTEIRO et al., 2005)

No ambiente silvestre, os reservatoérios para a LVA, até entdo conhecidos, sao
as raposas (Cerdocyon thous e Dusicyon vetulus) e os marsupiais (Didelphis
albiventris) (BRASIL, 2003). J& o cdo vem sendo apontado como reservatorio da
doenca, e, como hospedeiro domeéstico, €, provavelmente, o mais importante

reservatorio natural relacionado com casos humanos.
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1.4 Leishmaniose: ciclo bioldgico

O ciclo de vida dos protozoarios do género Leishmania spp. envolve
alternéancia entre hospedeiros invertebrados e mamiferos. O modo de infeccédo é
através da picada de insetos transmissores infectados. Somente as fémeas sao
hematéfagas obrigatérias, pois necessitam de sangue para o desenvolvimento dos
ovos (ETTINGER e FELDMAN, 1997).

A transmissdo da doenca para o0s hospedeiros vertebrados é feita
predominantemente por meio da inoculacdo das formas promastigotas metaciclicas
infectantes durante a picada do inseto vetor (Lutz. longipalpis). Entretanto, outras
possibilidades ja foram descritas tais como a via cutédnea, placentaria e a transfuséao
sanguinea (REY, 1991).

As fémeas do inseto vetor picam os animais e 0 homem para se alimentarem
do seu sangue (Fig. 3). Quando uma fémea encontra um hospedeiro/reservatorio
infectado com Leishmania para se alimentar, ingere também as formas
promastigotas que se encontram livres ou no interior dos macréfagos na forma
amastigota e permite o desenvolvimento destes para as formas infectantes no seu
tubo digestdrio. Num posterior repasto sanguineo, 0s insetos vetores regurgitam os
parasitos e infectam outros animais (BRASIL, 2003) (Fig. 2). As promastigotas se
transformam novamente em amastigotas. Dentro dos macréfagos, células de defesa
do organismo que, neste caso, sdo incapazes de destruir o parasito, elas se
multiplicam por fissdo binaria (BURCHMORE e BARRET, 2001). Quando o seu
namero é excessivamente elevado para ficar contido no interior dos macréfagos
estes arrebentam e libertam novas amastigotas que vao infectar novas células (REY,

1991). Ocorre assim a disseminacdo da doenca por todo o organismo do animal.
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Figura 3: Ciclo de vida da Leishmania spp. (1) Inoculacdo das formas promastigotas
metaciclicas pelo inseto vetor, (2) fagocitose das formas promastigotas por macrofagos, (3)
diferenciacdo das formas promastigotas em amastigotas nos vacuolos parasitéforos, (4) lise
dos macrdéfagos infectados e liberacdo das formas amastigotas, (5) ingestdo dos macréfagos
parasitados pelo inseto durante o repasto sanguineo, (6) diferenciagdo de amastigotas em
promastigotas prociclicas, multiplicacdo por divisao binaria e migracdo para o tubo digestorio
do inseto vetor. Adaptado de SACKS e NOBEN-TRAUTH, 2002.

1.5 Leishmaniose visceral: epidemiologia

A LV apresenta amplo espectro epidemioldgico no mundo, ocorrendo de forma
endémica em vastas areas tropicais e subtropicais do globo, podendo apresentar-se
como zoonose, antroponose ou antropozoonose, estas duas Ultimas, quando o
homem atua como reservatério no ciclo de transmissédo do parasito (MOLINA et al.,
2003). Assim, se tornando um importante problema de saude publica, devido a sua
incidéncia e alta letalidade, ndo s6 nas Américas, mas na Europa, Africa, Asia e
Oriente Médio (COSTA, 2005).

A LV é uma endemia de grande impacto na saude publica, caracterizada por
elevada taxa de morbidade e letalidade. E uma doenca infecto-parasitaria cuja

caracteristica principal, e que compromete o seu controle, € a diversidade
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epidemiologica, em funcdo da grande variabilidade de espécies hospedeiras e
reservatérios, de vetores e de caracteristicas ambientais que interagem e
possibilitam a manutencé&o e difusao da enfermidade (ELKHOURY et al., 2008).

Esta doenca afeta pacientes de todas as idades, mas criancas e
imunossuprimidos estdo mais frequentemente envolvidos devido a inabilidade em
conter a infeccdo (GOMES et al., 2009). Além disso, tem maior prevaléncia em
criancas na faixa etaria de zero a nove anos, correspondendo a 80% dos casos
detectados, ocorrendo com freqiéncia em regides onde a pobreza e desnutricdo sao
comuns (CALDAS et al., 2001). A razdo da maior susceptibilidade das criancas €&
explicada pelo estado de relativa imaturidade imunoldgica celular muitas vezes
agravada pela desnutricdo, tdo comum nas areas endémicas, além de uma maior
exposicao ao vetor no peridomicilio (MALAFAIA, 2008).

A epidemiologia da LV vem se alterando através do tempo. Até a década de
80, a maioria dos casos concentrava-se nas areas rurais dos municipios e as
criancas de até 15 anos de idade eram mais acometidas. Essa mudanca na
distribuicdo da LV parece ser conseqiéncia de um processo multifatorial (COSTA,
2008). Acredita-se que um dos processos mais relevantes, seja a participacéo do
cdo como reservatorio doméstico da LV, assim como a adaptacdo do hospedeiro
invertebrado, Lutz. longipalpis, ao ambiente peridomiciliar, além do aumento dos
casos de co-infecgdo HIV-Leishmania (GARG et al., 2009). Alteracdes ambientais
provocadas pelo homem, a rapida e intensa migracdo das populacdes rurais para as
periferias urbanas e falta de saneamento bésico também contribuiram para a
expansao da LV para as areas urbanas de médio e grande porte (OLIVEIRA et al.,
2008a).

A importéancia da presenca de Lutz. longipalpis nos ambientes urbanos se faz
devido a essa espécie estar bem adaptada e ter um papel importante na
epidemiologia da doenca, como também sua ampla distribuicdo ao longo do pais
(RANGEL e VILELA, 2008). As condi¢des sécio-econdmicas, ambientais e habitos
de vida também sado fatores significativos na epidemiologia da LV em areas
endémicas. Casas com cobertura de palha, paredes de taipa e o piso de chao
batido, coleta de lixo irregular, auséncia de abastecimento de agua e sistema de
esgotos, contribuem para o desenvolvimento do mosquito transmissor e
disseminacdo da doenca (NASCIMENTO et al.,, 2005). Tais condicdes podem

contribuir para que a LV seja perpetuada nas areas rurais e periurbanas,
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acometendo aglomerados humanos com baixo nivel socio-econdmico que vive em
condicdes precarias de moradia (DESJEUX, 2001). Assim, devido ao seu carater
endémico em varias regides do mundo, ao processo de expansdo de sua area de
abrangéncia e ao crescente niumero de casos, a LV € considerada pela Organizacao
Mundial da Saude uma endemia de prioridade absoluta (GONTIJO e MELO, 2004).

As leishmanioses estdo presentes em aproximadamente 88 paises, com um
total de 14 milhdes de pessoas infectadas no mundo todo e com 59.000 o6bitos
registrados anualmente. Estima-se que 350 milhGes de pessoas estejam expostas
ao risco para adquirir a doenca, com um registro aproximado de dois milhdes de
novos casos das diferentes formas clinicas ao ano, sendo superada apenas pela
malaria em casos de infeccfes parasiticas (ALVES, 2009). Mais de 90% dos casos
de LV ocorrem em cinco paises: india, Bangladesh, Nepal, Suddo e Brasil. Nas
Américas, a LVA ocorre desde o sul do México até o norte da Argentina, sendo que
mais de 90% dos casos sao registrados no Brasil (GRIMALDI et al., 1989; PANARO
et al., 2009).

Recentemente, a LVA apresenta casos autdctones notificados em pelo menos
19 Estados da Federacdo brasileira, distribuidos em quatro das cinco regides,
permanecendo indene apenas o Sul. Porém, a maior incidéncia encontra-se na
regido Nordeste que apresenta 94% de todos o0s casos de LVA registrados,
especialmente nos estados do Piaui, Maranhdo, Bahia e Ceara, devido a fatores
climaticos favoraveis, temperatura e vegetacdo (CAMARGO et al., 2007). Isso pode
ser comprovado pela baixa precipitacdo pluvial no Nordeste brasileiro que vem
ocorrendo desde 1979, originando a seca em algumas regides, seca esta que nao
chega a eliminar o vetor, o fleb6tomo, pois este resiste a higrometria minima. No
entanto, leva a um incremento da fome, diminui a resisténcia humana e canina e
provoca as correntes migratorias (COSTA et al., 1990). Os movimentos migratorios
tém aumentado, e pessoas acompanhadas de animais domésticos, principalmente
do cdo (os cdes acompanham as familias em suas migracfes, sobretudo no
Nordeste), dirigem-se para regides de maior potencial (WERNECK et al., 2008;
DESJEUX, 2004).

No Brasil, uma importante mudanca no padrdo epidemiologico da LVA tem
sido verificada. Caracterizada como uma doenga rural vem apresentando um
processo de urbanizagdo com crescente expansdo, principalmente nas regides
sudeste e centro-oeste (NASCIMENTO et al., 2008). A importancia da LVA em nosso
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pais reside na sua alta incidéncia, na ampla distribuicdo e no seu potencial de
assumir formas graves e letais quando associada aos quadros de desnutricdo e
infeccbes concomitantes.

A ampliacéo da area de distribuicdo geografica da AIDS e sua extensdo para
camadas mais pobres da populagéo e, por outro lado, a crescente urbanizacédo da
LV faz supor que a prevaléncia da co-infeccdo LVA / HIV venha a aumentar nos
proximos anos (RATH et al., 2003). Como infec¢bes oportunisticas provocadas pela
LV induzem uma resposta inflamatoria no hospedeiro, esta co-infeccdo podera
promover a replicacédo viral (OLIVIER, et al., 2003). Dada a sua incidéncia e alta
letalidade, principalmente em individuos néo tratados e criangas desnutridas, como
também emergente em individuos portadores da infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV), vem se tornando uma das doencas mais
importantes da atualidade (WHO, 2002)

Em virtude da diversidade epidemioldgica, as estratégias de controle dessa
endemia ainda sdo pouco efetivas e estdo centradas no diagndstico e tratamento
precoce dos casos, reducdo da populacdo de fleb6étomos eliminacdo dos
reservatorios e atividades de educacdo em saude. Ac¢des voltadas para o diagnostico
e tratamento dos casos e atividades educativas devem ser em todas as situacdes
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: diagndstico

O diagnostico das leishmanioses tem base nos aspectos epidemiolégicos e
clinicos, contando com o auxilio de exames laboratoriais e empregando diversos
métodos (DIOGENES et al., 1993). Os métodos conhecidos atualmente para o
diagnéstico da leishmaniose sdo diagndéstico clinico, parasitologico, soroldgico,
imunoldgico, molecular e cultivo parasitologico. O diagndstico laboratorial das
leishmanioses pode ser realizado pela demonstracéo do parasito nos tecidos atraves
de microscopia Optica, deteccdo do DNA do parasito nas amostras de tecido,
imunodiagnostico pela detec¢do do antigeno do parasito no tecido ou sangue e pela
deteccdo de anticorpos especificos (PASTORINO et al., 2002; SUNDAR e RAI,

2002). O diagnostico clinico da leishmaniose visceral deve ser suspeitado quando o
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paciente apresentar: febre e esplenomegalia associada ou ndo a hepatomegalia,
hiperglobulinemia e velocidade de hemossedimentacdo alta. O diagnoéstico
confirmatorio da LV se baseia na demonstracado do parasito nas amostras de tecido
ou na cultura de tecido (BARROUIN-MELO et al., 2004).

Andlises de aspirados do baco ou de medula 6ssea oferecem alta eficacia no
diagnoéstico, mas sdo procedimentos de risco e invasivos. No entanto, durante a
forma oligossintomatica, a puncéo aspirativa de medula 6éssea pode ou nao mostrar
a presenca da Leishmania, ndo sendo, a principio, indicada a sua realizacdo
(MATHIS e DEPLAZES, 1995). Embora a detec¢cdo do parasito nas amostras de
sangue por PCR (reacdo em cadeia da polimerase) apresente alto custo, €
considerada uma técnica menos invasiva do que aspiracdo esplénica e de medula
O0ssea (SALOTRA et al., 2001). Além disso, o método do PCR constitui-se em uma
nova perspectiva para o diagnostico da LV, pois apresenta 94% de sensibilidade
(MARQUES et al., 2006).

A coleta de sangue é realizada para exames sorolégicos na pesquisa de
anticorpos especificos sendo utilizados principalmente o0os métodos de
imunofluorescéncia indireta (IFI) e o ensaio imunoenzimatico (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-padrdo, assim como, as
diversas variacGes de ELISA. A utilizacdo de antigenos recombinantes ou purificados
como as glicoproteinas de membranas gp63, gp72, gp70 e rK39 especificas do
género Leishmania, melhoram a sensibilidade e a especificidade da técnica
(DENIAU et al., 2003). Entretanto, reacfes cruzadas com enfermidades causadas
por outros tripanossomatideos podem ainda ocorrer. A grande vantagem desse teste
estd na sua simplicidade e baixo custo, quando comparado aos outros. O
desempenho dos testes diagndsticos utilizados atualmente €, em muito, limitada pelo
antigeno utilizado na técnica. De uma forma geral, sé@o utilizados parasitos totais ou
lisados, o que interfere na expressao da especificidade do teste, ndo alcancando
este o valor de 100%. Nos casos de LV, comumente sdo observados titulos elevados
de anticorpos no soro. No entanto, na forma oligossintomatica os titulos de
anticorpos em geral sdo baixos e podem permanecer positivos por um longo periodo
(METTLER et al., 2005).

A reacado de imunofluorescéncia 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 &
prejudicada devido a presenca de reaglBes cruzadas com doencas causadas por
outros tripanossomatideos, como o da doenca de Chagas e os da leishmaniose
tegumentar americana (LTA). A utilizacdo de formas amastigotas de L. (L.) donovani
como antigeno nas RIFI aumenta significativamente a sensibilidade sem perder a
especificidade do teste, resultando numa maior precocidade do diagnéstico frente a
animais assintomaticos ou oligossintomaticos (ALVES e BEVILACQUA, 2004).

O diagndstico precoce da leishmaniose humana € necessario por se tratar de
uma doenga que pode ser fatal para o ser humano. Por outro lado, o diagndstico
precoce da doenca canina é importante para a ado¢do de medidas de controle
especificas sobre o reservatério doméstico da doenca, incluindo o sacrificio do
animal infectado (WERNECK et al., 2008).

1.7 Leishmaniose: tratamento

A LV é fatal se ndo tratada e as formas cutanea/mucocutanea s&o
frequentemente desfigurantes e multiladoras. O tratamento da LV pode variar de
acordo com as regibes, mas séo limitados a poucas drogas como antimonios
pentavalentes, pentamidinas e anfotericina B. No entanto a utilizacdo dessas drogas
pode levar ao surgimento de cepas resistentes (MAIA et al., 2009)

Antimonios pentavalentes foram os primeiros medicamentos a serem usados
no inicio do século 20. Estes medicamentos sdo toxicos e fracamente tolerados
(ARRUDA et al., 2005). Apesar destes farmacos serem usados clinicamente por
mais de meio século, seu mecanismo de acdo permanece desconhecido. O
antimoniato de N-metil glucamina é o farmaco de primeira escolha para o tratamento
das leishmanioses e especialmente eficaz no tratamento de leishmaniose cutanea,
mucocutanea e visceral. E um produto que requer administracio cautelosa, sob
acompanhamento clinico e laboratorial, por ser cardiotoxico, hepatotéxico e
nefrotéxico (SILVA, 2001). Para ser ativo contra Leishmania, o antiménio
pentavalente tem que entrar na célula do hospedeiro, atravessar a membrana
fagolisossomal e atuar contra amastigotas intracelulares (OUELETTE et al., 2004). A

combinacdo entre antimoniais e interferon-gama (IFN-y) ou alopurinol tem sido
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proposta como alternativa para melhora da eficacia terapéutica destes compostos
(AMATO et al., 2000).

A pentamidina € considerada como droga de segunda escolha, embora
existam poucos trabalhos na literatura avaliando sua aplicacdo no tratamento. As
drogas usadas na segunda linha de tratamento sdo tOxicas, de baixa tolerancia e
podem apresentar resisténcia. A substancia € particularmente Util em casos que nédo
responderam aos antimoniais ou para pacientes com leishmaniose que sejam
hipersensiveis ao antiménio. A alta toxicidade desta droga também é fator limitante
para o uso (AMATO, 1997).

A anfotericina B, um antibiético que também pertence ao grupo dos farmacos
leishmanicidas de segunda geracdo 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 sintese de membrana do parasito formando
poros na membrana, levando o parasito a morte (SINGH E SIVAKUMAR, 2004). E
efetiva na forma mucosa de leishmaniose, mas muito téxica e também passivel de
recidiva. Seu uso é limitado por suas reacfes adversas, incluindo anafilaxia,
trombocitopenia, dor generalizada, convulsdes, calafrio, febre, flebite, anemia,
anorexia, diminuicdo da funcdo tubular renal e hipocalcemia em um ter¢co dos
pacientes. A vantagem do uso da anfotericina B associada a lipossoma (ABL)
fundamenta-se no fato dos lipossomas serem fagocitados pelos macréfagos, sitio da
infeccdo intracelular, interagindo diretamente com o ergosterol do parasito e
reagindo menos com o colesterol da célula do hospedeiro, aumentando assim a
eficacia 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 poOs-calazar (SAMPAIO e MARSDEN, 1997). Embora a
formulacédo lipidica da anfotericina B seja um avanco na terapia contra as
leishmanioses, o alto custo prejudica seu uso.

Além dos medicamentos empregados no tratamento da LV, diversas
estratégias de vacinacdo contra a leishmaniose experimental tém sido testadas
(MELBY et al., 2001). No entanto, uma vacina efetiva contra a LV humana néo esta
disponivel e ha poucos trabalhos na literatura com vacinas contra a LV canina e
humana (NOAZIN et al., 2008).
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1.8 Leishmaniose: resposta imunolégica

1.8.1 Interacdo inicial e fagocitose

As formas promastigotas infectantes séo inoculadas no tecido do hospedeiro
vertebrado pelas fémeas dos insetos vetores durante o repasto sanguineo. Neste
momento 0s parasitos sdo internalizados por células fagocitarias,
predominantemente macrofagos, embora células dendriticas e neutrofilos também
possam ser parasitados. Este processo envolve ligacdo de moléculas de superficie
dos parasitos, entre elas o lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina de 63 kD (gp63),
a receptores expressos na superficie de macréfagos incluindo os receptores 1 e 3 do
complemento (CR1 e CRS3), receptor manose- fucose, receptor de fibronectina
(WILSON e PEARSON, 1988) e receptores Toll-like (TLR) nos fagocitos (CHANDRA
et al., 2008; HOU et al., 2008).

O LPG é uma molécula predominante expressa na superficie de todas as
promastigotas. Tem um papel muito importante na sobrevivéncia do parasito e na
modulacdo da resposta imune (COURRET et al.,, 1999). A gp63 é uma protease
expressa na superficie de formas amastigotas e esta relacionada a protecdo contra
acao das enzimas acidas nos fagolisossomos (DESJARDINS et al., 1997).

Além disso, as moléculas C3b e C3bi atuam, na opsonizacdo do parasito,
facilitando a fagocitose por meio de ligacdo destas moléculas aos receptores do
sistema complemento CR3 e CR1 presentes nas células fagociticas (TAFURI et al.,

1996).

1.8.2 Imunidade inata e adaptativa na leishmaniose

Varios componentes da resposta imune inata participam do mecanismo de
defesa contra os protozoarios, 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 tém sido pouco explorados.

Os macrofagos estdo envolvidos no inicio da resposta imune e apresentam

ampla distribuicéo pelo organismo, desempenhando um papel central na imunidade
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adquirida (MARTINEZ et al., 20009). Fagocitam particulas estranhas e produzem
citocinas e quimiocinas que recrutam outras células inflamatodrias para o sitio da
infeccdo. Assim, essas células estdo intimamente ligadas a infeccéo por parasitos do
género Leishmania, pois sdo as principais células parasitadas pelas leishmanias,
local onde residem e se multiplicam nos vacuolos como amastigota intracelular
obrigatéria (ENGWERDA e KAYE, 2004).

Tem sido estabelecido que a ativacado de macréfagos por citocinas como IFN-y
e TNF-a leva a producéo de intermediarios reativos do oxigénio (IRO) e nitrogénio
(IRN), os quais sdo responsaveis pela atividade leishmanicida destas células
(COSTA et al., 2007). IRO e IRN sdo metabdlitos toxicos que causam danos em
todas as células vivas que ndo possuem mecanismos de neutralizar sua atividade.

Segundo Bogdan e colaboradores (2000), a producdo de NO pela 6xido
nitrico sintase induzida tipo 2 (NOS2) é o principal mecanismo utilizado pelos
macrofagos murinos para combater a Leishmania. A INOS também desempenha
importante papel na destruicdo inicial do parasito e no recrutamento de fagocitos
mononucleares, contribuindo dessa forma para a resolucéo da infeccdo (MURRAY et
al.,, 1999). O H202 também € importante para a atividade leishmanicida. Estudos
administrando um inibidor do H20:2 resultaram no aumento da infeccdo, sugerindo
que o H202 aumenta a atividade leishmanicida dos macréfagos (GANTT et al.,
2001).

Entretanto, as Leishmanias apresentam mecanismos para subverter as
funcdes normais dos macrofagos. Isso inclui inibir a producdo de citocinas pelos
linfécitos e células NK que levam a ativacdo de macréfagos, impedindo dessa forma
a producdo de agentes antimicrobianos como NO e H202. Isso capacita o parasito
evadir da resposta imune inata e se dividir nos fagolisossomos dos macréfagos,
onde distribui e propaga a doenca (COSTA et al., 2007).

Os neutréfilos estdo envolvidos durante a infeccdo experimental por
Leishmania, mas nao estdo relacionados com a permanéncia do parasito (CERVIA
et al., 1993). Entretanto, McFarlane e colaboradores (2008) demonstraram em seu
estudo que camundongos seletivamente depletados de neutrofilos apresentam um
aumento significativo da carga parasitaria no baco, medula éssea, e em menor
extensdo no figado. Isso pode ser comprovado pelo aumento de IL-4 e IL-10 no

baco, e secrecéo reduzida de IFN-y pelos linfécitos TCD4+ e linfécitos TCD8+, além
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de altos niveis de 1gG1 no soro, indicando uma resposta Th2, sugerindo um papel
critico dos neutrdfilos na imunidade protetora contra Leishmania. Contudo, segundo
Rousseau e colaboradores (2001), os neutréfilos contribuem para o controle da
Leishmania somente na fase inicial atuando como um nicho, para posterior infecgéao
de macrofagos, contribuindo para a inflamacao no baco, persisténcia do parasito e
cronicidade da doenca. Um dos mecanismos pelo qual os neutrofilos podem
controlar a infeccéo é através da producao de peréxido de hidrogénio (H202) e 6xido
nitrico (NO) que tém um importante papel na destruicdo inicial do parasito e no
recrutamento de fagdcitos mononucleares. Entretanto, ao penetrar no hospedeiro, as
Leishmanias infectam os macréfagos, livrando-se do ataque dos neutrdfilos
(ZAMBRANO et al., 2002).

As células natural killer (NK) também participam da resposta imunoldgica
contra a Leishmania. S&o grandes fontes produtoras de IFN-y (KORBEL et al., 2004).
Este por sua vez estimula a producdo de NO nos macréfagos que é responsavel
pela destruicdo do parasito e resisténcia a infeccdo (WILSON et al., 2005).

As células dendriticas sdao APCs profissionais capazes de reconhecer,
fagocitar e processar antigenos apresentando-os aos linfécitos T (LT) via moléculas
do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) e moléculas coestimulatorias.
Células dendriticas ativadas podem produzir IL-12p70, regulando a proliferagcéo de L
Thl, producdo de IFN-y contribuindo dessa forma para ativar os macrofagos
(BRANDONISIO et al., 2004). Sdo as principais produtoras de IL-12 no inicio da
infeccdo pela Leishmania. Gorak e colaboradores (1998) demonstraram que as
células dendriticas localizadas na PALS sao 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 funcdo efetora, € fundamental para a ativacdo de uma resposta imune
adaptativa.

A resposta imune adaptativa contra protozodarios ocorre ap0s a apresentacao
de antigenos por macrofagos e células dendriticas, via MHC classe Il para as células
T. Como outras células podem ser infectadas, e macrofagos e células dendriticas
também expressam moléculas de MHC classe |, nas infec¢gBes por protozoarios ha
também ativacdo das células TCD8+ (JANEWAY et al.,, 2002). Os LT CD8+ tem

importante papel tanto pela atividade citotoxica ligada a producéo de perforinas e
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granzimas, como pela secrec¢ao de citocinas e quimiocinas durante a infec¢do pela
Leishmania (RUIZ et al., 2007).

Esta bem estabelecido que a infeccdo progressiva em animais BALB/c
infectados com L. major é promovida pela expansao de L Th2 com producao de IL-4,
IL-10 e IL-13. Entretanto, em modelos de infeccdo com L. donovani ou L. chagasi, ao
contrario de L. major, ndo ha uma estrita dicotomia entre Thl e Th2, onde Thl se
refere a protecéo e Th2 a susceptibilidade e exacerbacao da doenca. Ambos os tipos
de respostas estdo presentes e este balanco Th1l/Th2 parece ser importante no
controle da replicacdo do parasito, progressao da doenca ou cura (MIRALLES et al.,
1994)

Estudos recentes indicam que a IL-12 tem um papel importante em
potencializar a resposta imune celular em infecgbes 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 biologica ativa da IL-12. E
produzida por mondcitos, macrofagos e linfécitos B. O papel protetor da IL-12 na LV
€ atribuido a sua habilidade em ativar macréfagos, aumentando sua atividade
microbicida. A IL-12 produzida pelos macréfagos infectados induz a ativacdo de NK,
diferenciacdo de LThl e producdo de IFN-y (ALEXANDER e BRYSON, 2005).
Engwerda e colaboradores (1998) demonstraram que a neutralizacdo de IL-12
enddégena com anticorpos monoclonais resulta na replicacdo das amastigotas no
baco e figado de camundongos BALB/c e que os animais deficientes em IL-12
apresentam uma carga parasitaria significativamente maior que 0s animais
selvagens comprovando seu papel protetor na leishmaniose. Além dos macrofagos,
a producao de IL-12p70 pelas células dendriticas é importante para a ativacao de LT
CD4+ e L TCD8+, visto que a neutralizacdo da IL-12 durante os primeiros dias de
infeccdo resulta no aumento da carga parasitaria.

O IFN-y por sua vez, é o principal ativador de macréfagos acentuando sua
acao microbicida mediante a estimulacdo de IRO e IRN. O IFN-y medeia esses
efeitos, principalmente ativando a transcricdo de genes que codificam as enzimas
fagdcito-oxidase (NADPH-oxidase) e sintase indutora do oxido nitrico (iNOS sintase),
necessarias para a geracao de IRO e IRN, respectivamente (WILSON et al., 2005).

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

efeitos benéficos na resisténcia do hospedeiro quanto mediar sua patologia



34

(ENGWERDA et al., 2004). O TNF- o € uma citocina proinflamatéria produzida por
diversas células e apresenta variadas fungBes. Quando expresso em niveis
moderados o TNF- a contribui para a protecdo do hospedeiro no figado com a
formacdo de granulomas (MURRAY et al., 2000a). A expressdo de TNF-a €
observada nas células de Kupffer tanto na fase inicial quanto na fase final da
resposta hepatica. Em contraste, o excesso de TNF- o causa danos no hospedeiro
desestruturando os tecidos linféides e contribuindo para a progressdo da doenca.
Além disso, o TNF- a atua na manutencao da estrutura esplénica (SANTANA et al.,
2008). O bago de camundongos TNF o - mostram atrofia da polpa branca, perda da
segregacdo de linfécitos B e T, auséncia de foliculos primarios e os MMM séo
completamente perdidos. Ocorre ainda infiltracdo de células plasmaticas e
macréfagos infectados tanto na polpa branca quanto na polpa vermelha (KAYE et al.,
2004).

Ja a IL-10 é induzida tanto na infeccdo experimental quanto na infeccéo
humana por parasitos do género Leishmania. O bloqueio de IL-10 e de seu receptor
na célula alvo levam ao desenvolvimento de uma resposta Thl com producdo de
IFN-y e a uma rapida formacédo de granulomas com morte do parasito, sem provocar
danos no tecido (MURRAY et al., 2002).

Os linfocitos T regulatérios (LTregs) que expressam o0 gene Foxp3 estdo
presentes durante a LV e contribuem com a secrecao de IL-10. Além disso, os LT
CD4+Foxp3-CD25- também sao fontes produtoras adicionais de IL-10 promovendo a
persisténcia do parasito e estabelecendo a infec¢cdo cronica (RODRIGUES et al.,
2009).

Outra subpopulacdo de linfécitos T CD4+ recentemente descritos é o0s
linfécitos Th17. Esses linfocitos sdo criticos na imunidade adaptativa e nas doencas
autoimunes. Seu desenvolvimento é dependente de citocinas como TGF-f, IL-6 e IL-
23 além do fator de transcricdo RORYT, levando a producéo de IL-17A e IL-17F. A IL-
17 produzida por esses linfécitos € importante no controle de diversas infecgoes,
pois promove o recrutamento de mondcitos e neutrofilos para o sitio de infeccéo
(MATSUZAKI e UMEMURA, 2007). Segundo Kostka (2006), a producao de IL-23
pelas células dendriticas de camundongos BALB/c infectados com L. major sdo
importantes para a producao de IL-17, influenciando na progressao da doenca, por

regular o recrutamento de neutrofilos.
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A resposta imune humoral e o papel dos linfécitos B na LV tém sido pouco
estudados. Hipergamaglobulinemia ocorre em humanos e em modelos animais com
LV devido a uma ativagdo policlonal de linfécitos B (BUNN-MORENO et al.,1985;
GALVAO-CASTRO et al., 1984). No entanto, estes anticorpos n&o tém efeito protetor
evidente na leishmaniose, mas estdo envolvidos na patogénese das lesbes na LV
(MATHIAS et al., 2001). A producao de anticorpos, principalmente IgG, se apresenta
elevada quando ha infeccédo crbnica. Entretanto, como a ativacao do linfocito B é
policlonal, a maioria das imunoglobulinas séo inespecificas. Devido a este fato, o
organismo néo tem capacidade de controlar por mecanismos celulares a infecgéo. A
deteccdo destes anticorpos € um dado diagnéstico importante para identificar casos
de LV em individuos com infeccdo por este parasito (NASCIMENTO et al., 2006).
Estes anticorpos resultam na formacédo de grande quantidade de imunocomplexos
circulantes, podendo levar a deposicdo dos mesmos nos rins causando
glomerulonefrite (SARTORI et al., 1987; ARESU et al., 2007).

Além disso, a deteccdo de anticorpos IgE especificos para Leishmania tem
sido correlacionada com a fase ativa da LV (SOUZA et al., 2005). Pacientes com LV
apresentam altos niveis de IgG, IgM, IgE e subclasses de IgG especificos para
Leishmania no soro durante a doenca (OZBILGE et al.,, 2006). Anticorpos
especificos contra antigenos do parasito podem ser detectados logo nas fases
iniciais da infeccdo e as concentracdes de alguns isétipos e de subclasses de I1gG
podem ser utilizados como marcadores da evolucao clinica e cura (CONRAD et al.,
2005; NASCIMENTO et al.,, 2006). Tem sido documentada a predominancia de
isétipos IgG1 durante a doenca (ATTA et al., 1998). A analise de subtipos de classes
de IgG demonstra que animais infectados, que apresentam um dominio de
anticorpos 1gG2a no soro e imunidade mediada por células estdo associados com
infeccdo assintomatica, enquanto, anticorpos IgGl estdo relacionados ao
desenvolvimento da doenca e um decréscimo no numero de linfécitos T e B
(BOURDOISEAU et al., 1997).

Segundo Miles e colaboradores (2005), durante a LV ocorre uma elevada
producdo de anticorpos, e 0os complexos imunes que se formam, além de estarem
envolvidos na patogénese, podem influenciar na producéo de citocinas pelas APCs,
principalmente macréfagos a produzirem IL-10 prevenindo a erradicacdo de

patdgenos intracelulares.
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1.9 Mecanismos patogénicos nos orgaos envolvidos

A maioria dos estudos tem utilizado camundongos BALB/c como modelo para
infeccéo por L. chagasi ou L. donovani (ROUSSEAU et al., 2001; McCFARLANE et al.,
2008). Embora estes camundongos expressem um fenaotipo suscetivel inicialmente,
subsequentemente a doenca € controlada pela resposta imune do hospedeiro.
Assim, o modelo de infeccdo em camundongos tem sido comparado aos casos de
infeccdo oligossintomatica com progressao para cura (KEMP, 2000). Apesar das
varias manifestacdes clinicas da doenca observadas, um ponto comum € o acumulo
de células do sistema mononuclear fagocitico nos 6rgdos invadidos, levando a uma
hiperplasia do sistema reticuloendotelial (SRE), afetando principalmente baco, figado
e a medula 6ssea (GOTO e LINDOSO, 2004).

No baco, ocorre o crescimento das formas amastigotas levando a hipertrofia e
hiperplasia do SRE. A persisténcia do parasito neste 6rgéo é seguida pela falha em
formar granulomas e alteracdo da microestrutura do tecido esplénico provocando
esplenomegalia e aumento da atividade hematopoética. H& atrofia das areas
paracorticais com células plasmaticas numerosas. A ZM, importante sitio de captura
de patégenos provenientes da corrente sanguinea e via de entrada dos linfécitos
para a polpa branca apresenta perda de seus macrofagos (MALLA e MAHAJAN,
2006). A polpa branca exibe diminuicdo da densidade celular linfocitaria que decorre
da diminuicdo seletiva de LT com surgimento de plasmdcitos e macrofagos. Além
disso, ocorre perda dos centros germinativos, com destruicdo de muitas células
dendriticas foliculares. A formacdo do granuloma € atrasada ou ausente. Se
presente, os granulomas se mostram de forma imatura. Essa falha no
desenvolvimento de reacdes granulomatosas e protecdo local ainda € uma lacuna a
ser entendida (ENGWERDA et al., 2004). O baco entdo se torna o sitio de infeccao
crdnica, onde a carga parasitaria pode ser mantida durante toda a vida do animal.

No figado, inicialmente ocorre multiplicagcdo das amastigotas nas células de
Kupffer, que é geralmente autolimitada devido a uma resposta inflamatéria
granulomatosa (McCELRATH et al., 1988). A diversidade e funcao desses granulomas
tém sido extensivamente estudadas, e muitos dos componentes celulares e
moleculares da imunidade adquirida necessaria para sua formagdo, manutencéo e
funcdo efetoras tem sido caracterizada utilizando camundongos transgénicos ou

através da utilizacdo de anticorpos monoclonais. Os granulomas podem se
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apresentar de varidveis tamanhos e séo constituidos por macréfagos parasitados ou
nao com formas amastigotas de L. chagasi, algumas células epitelidides, pequeno
namero de linfécitos e plasmaocitos e raros neutréfilos (SANTANA et al, 2007).

As formas amastigotas multiplicam rapidamente nas primeiras semanas de
infeccdo, sendo que o pico de multiplicacdo do parasito coincide com a maior
expressao de citocinas IL-4 e IL-10 (MIRALLES et al.,1994). Entretanto, o papel da
IL-4 na LV ndo esta bem esclarecido, visto que camundongos deficientes de IL-4
apresentam um maior numero de células de Kupffer infectadas e um retardo na
maturacdo dos granulomas (STAGER et al., 2003).

A multiplicacdo dos parasitos do género Leishmania ocorre até a quarta
semana. Apoés este periodo, observa-se um declinio na carga parasitaria promovida
pela resposta imune adquirida que favorece a destruicdo eficiente dos parasitos,
com uma redugdo no numero de linfocitos TCD4+ e predominio de linfocitos TCD8+
(WILSON e WEINSTOCK, 1996). Portanto, a resolugcdo da carga parasitaria hepatica
estd associada a formacdo de granulomas que apresentam varias populacdes de
células efetoras e seus mediadores. Desta forma, a morte dos parasitos e o
desenvolvimento da imunidade sdo dependentes da sua formacédo ao redor das
células de kupffer infectadas, o que promove um foco inflamatério, permitindo
colaboracéo efetiva entre os diferentes tipos de células que sdo requeridas para a
morte dos parasitos e a resolucao da lesdo (MURRAY et al., 1992).

O desenvolvimento do granuloma requer ambos, linfécitos TCD4+ e TCD8+
em associacdo a monaocitos sanguineos, bem como as citocinas IL-12, IFN-y, TNF-a
e IL-2 sendo a resisténcia hepética diretamente relacionada a expressdao do gene
NOS2 e producdo de NO. A IL-12 e IFN- y iniciam e dirigem uma resposta Thl
leishmanicida e direciona a formagao destes granulomas, nos quais 0s parasitos sao
mortos por macrofagos ativados por IFN-y. Entretanto, a eficacia microbicida do
granuloma depende de determinantes tanto do hospedeiro quanto do patégeno
podendo ndo necessariamente garantir a funcdo microbicida (MURRAY, 2001b).
Contudo, alguns estudos mostram que a citocina TNF-a atua como principal
mediador da imunidade no figado, pois contribui para a maturagdo eficiente dos
granulomas hepaticos (MURRAY et al., 2000a).

A infecgé@o hepatica € usualmente autolimitante e a resposta imune no figado

€ um bom exemplo de resposta inflamatoria granulomatosa com células
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mononucleares predominantes, envolvendo células de Kupffer, mondcitos, linfocitos
T CD4+ e T CD8+. A resisténcia hepatica correlaciona com a producdo de IRO e
IRN, ambos com importante papel no controle do parasito (MURRAY e NATHAN,
1999).

1.10 Mecanismos de evasao

Um sistema de proteinas ativadas por clivagem em cascata, conhecido como
sistema complemento € um dos principais mecanismos extracelulares de combate
inicial a agentes externos. Quando a fase promastigota prociclica (estagio no vetor)
da Leishmania se transforma em forma metaciclica infectiva e penetra no hospedeiro
vertebrado, esta sofre alteracbes na membrana, que sdo capazes de impedir a
insercdo do complexo de ataque a membrana C5b-C9 (MAC) do sistema
complemento do hospedeiro (OLIVIER et al., 2005)

Esta modificacdo na membrana ocorre principalmente através do
alongamento na estrutura do lipofosfoglicano (LPG), o que dificulta a ligacdo do
complexo MAC do sistema complemento ao parasito. Além disso, durante o
desenvolvimento das formas prociclicas, ocorre uma maior expressao das moléculas
gp63 (glicoproteina de superficie de 63kDa), que sdo responsaveis por clivar a
molécula C3b em C3bi, sua forma inativa, impedindo, também, a formacdo do MAC
do sistema complemento (ALEXANDER et al., 1999). Ap0s escaparem da acédo da
lise mediada pelo sistema complemento, as promastigotas de Leishmania devem
invadir rapidamente a célula-alvo e iniciar a fase intracelular da infeccdo. Uma vez
no interior das células fagociticas, os parasitos modulam o micro-ambiente,
aparentemente hostil, proporcionando facilitar o estabelecimento da infeccao
(CASTELLANO, 2005). Embora o soro de individuos infectados e certos mamiferos
contenha fatores capazes de lisar ou aglutinar as promastigotas, ainda dentro dos
macrofagos, as amastigotas sdo protegidas de anticorpos e outras substancias
circulantes que podem ser prejudiciais ao parasito (BOGDAN e ROLLINGHOFF,
1998).

O mecanismo de ativacdo de LT CD4+ e LT CD8+ pelas APCs requer a
expressdo de antigenos do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) de

classe | ou Il e interacdo de receptores coestimulatorios 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 1I-CD4, MHC de classe |-CD8), processamento de antigenos e
apresentacao via MHC (MACHADO et al., 2004). No entanto, a Leishmania suprime
a expressdo de MHC Il e B7-1 e inibe o processamento e apresentacdo de
antigenos (BOGDAN e ROLLINGHOFF, 1999; PINELLI et al., 1999). Além disso, a
infeccdo com L. chagasi, reduz a expressao de CD54 em mondcitos, provocando a
desativacdo de fagocitos mononucleares prejudicando a producao de TNF-a e IL-12.
O mecanismo evasivo também inclui reducdo da expressdo de CD11b e CD80 em
macréfagos (ALMEIDA et al., 2003a).

Outro mecanismo utilizado pela Leishmania é através do aumento da
expressdo de CTLA-4, um inibidor expresso na superficie dos LT ativados (GOMES
et al., 2000). Murphy e colaboradores (1998) demonstraram que o bloqueio de
CTLA-4 em camundongos aumenta a resisténcia do hospedeiro contra patégenos

intracelulares como a Leishmania, sendo um forte potencial terapéutico.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar o efeito da esplenectomia e do implante autégeno de baco na carga
parasitaria, producdo de IFN-y, IL-12, TNF-a, IL-10 e IL-17, e na resposta
inflamatéria de camundongos BALB/c infectados com L. chagasi.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a carga parasitaria através da técnica de diluicdo limitante, em
macerados de baco e figado, 30 dias apos a infeccao intraperitonial com L.

chagasi em camundongos BALB/c.

e Dosar a producao de IFN-y, IL-12, TNF-q, IL-10 e IL-17 no sobrenadante dos

macerados de baco e figado, trinta dias apds a infec¢cdo com L. chagasi.

e Analisar a histologia do tecido hepético de animais infectados com L. chagasi
avaliando a morfologia geral dos oOrgdos e o acumulo de células

mononucleares inflamatoérias.
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3 MATERIAL e METODOS

3.1 Animais

Camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, machos, de 8-10 semanas de
idade foram obtidos do Centro de Biologia da Reproducéo da Universidade Federal
de Juiz de Fora (CBR-UFJF) e mantidos no setor de experimentagcdo do Laboratorio
de Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB-UFJF) em gaiolas
microisoladoras em estantes ventiladas (Alesco), tendo como forma de alimentagao
exclusivamente racdo comum e agua ad libitum. Para a realizacao da técnica foram
utilizados seis camundongos por grupo, assim distribuidos: grupo operacédo simulada
(CT), grupo esplenectomia total (SP), grupo omento maior (AT) - implante autégeno
de baco no omento maior. O experimento foi repetido trés vezes, totalizando 54
camundongos.

Todos os procedimentos realizados com os animais foram aprovados pela
Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) da Pro-Reitoria de Pesquisa
da Universidade Federal de Juiz de Fora (Protocolo n® 035/2009).

3.2 Procedimento cirudrgico

Os animais foram anestesiados intraperitonialmente com solucdo anestésica
composta pelas seguintes substancias: quetamina (5%), xilazina (2%) e solucéo
salina (0,9%), na proporcéo de 3:1:8, na dose de 0,005 ml/g de peso corporal. A
intervengdo cirargica foi realizada na capela de fluxo laminar e utilizou material
previamente esterilizado. Nos animais do grupo operacao simulada (CT) realizou-se
laparotomia mediana, inventario da cavidade abdominal, mobilizacdo do baco,
isolamento dos vasos esplénicos e laparorrafia (Fig. 4). No grupo esplenectomizado
(SP) realizou-se laparotomia mediana, esplenectomia total convencional, ligadura do
pediculo vascular e dos vasos curtos esplénicos com categute simples 5-0 (Fig. 5).
No grupo com implante autégeno (AT), 30% do tecido esplénico ressecado foi
individualizado, pesado e dividido em duas partes, conforme a técnica ja descrita por

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

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

Figura 6: Técnica cirurgica- Abertura da cavidade peritonial e transplante autégeno de bago
no grande omento (AT).
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3.3 Parasitos e infeccao

Leishmania chagasi (UB104) gentilmente cedida pelo Laboratério de Biologia
Molecular da Universidade Federal de Uberlandia foi cultivada em meio BHI (Brain
Heart Infusion) liquido enriquecido com 1% de I- glutamina, 10% de SFB (Soro Fetal
Bovino), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) a 25°C. Os parasitos na
fase estacionaria foram centrifugados a 2000 rpm (rotagbes por minuto) por 5
minutos, lavados com solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS a 0,15 M, pH
7,2) e ressuspendidos em PBS. A contagem dos parasitos foi realizada em camara
de Neubauer e ajustada para a concentracdo de 10° parasitos em 50 yL de PBS.
Todos os animais foram infectados via intraperitonial (i.p) com 10° formas
promastigotas de L. chagasi apés trinta dias da cirurgia.

3.4 Avaliacdo da carga parasitaria

O numero de parasitos no baco e figado foi quantificado apds trinta dias da
infeccdo pela técnica da diluicdo limitante. Os érgaos foram coletados na capela de
fluxo laminar, pesados e homogeneizados individualmente em 2 mL de meio BHI
liquido enriquecido com 1% de |- glutamina, 10% de SFB, penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL) a 25°C. As suspensfes do homogeneizado dos 6érgaos
foram diluidas na proporcéo 1:10 (10uL de suspensédo em 90ul de meio BHI liquido
enriquecido) seguida de 6 diluicbes seriadas na base 10, em microplacas de 96
pocos. As placas foram incubadas durante 14 dias a uma temperatura aproximada
de 25°C e ap6s esse periodo foi realizada a contagem das promastigotas de L.
chagasi em camara de Neubauer.

3.5 Analise da producéo de citocinas

Os orgaos foram macerados (100mg/mL) em solucdo de extracdo de citocinas
(2,34% de NacCl, 0,05% de Tween 20, 0,5% de albumina bovina sérica, 0,0017% de
fluoreto de fenilmetanosulfonil, 0,0048% de cloreto de benzetdnio, 0,0372% de

etilenodiaminatetraacetato dissodico e 0,002% de aprotinina) e centrifugados a
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10000 rpm a 4°C. Os sobrenadantes obtidos dos macerados de baco e figado dos
camundongos foram coletados e submetidos a técnica de ELISA (ensaio
imunoenzimatico) de captura para as citocinas IL-12, IL-10, IFN-y, IL-17 e TNF-a (BD
OptEIA, CA, USA). Placas de ELISA foram sensibilizadas com 50 plL/poco de
anticorpo de captura, previamente diluido (1:250) em tampao carbonato (IFN-y) ou
tampao fosfato (IL-12, IL-10, IL-17 e TNF-a) e incubadas por 18 horas a 4°C. ApGs
este periodo, as placas foram lavadas com PBS Tween-20 (PBST) e os sitios
inespecificos bloqueados com 100ulL/poco de PBS contendo 10% SFB,
permanecendo incubadas por 1 hora. Apés o periodo de incubacédo as placas foram
lavadas trés vezes com PBST e em seguida foram colocadas as amostras e 0s
padrées de citocinas para construcdo das curvas-padréo (diluicdo seriada 1:2 em
PBS contendo 10% SFB). As placas com as amostras e os padrfes foram incubadas
por 2 horas a temperatura ambiente e posteriormente lavadas trés 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 reacao revelada pela adicdo do
substrato contendo tetrametilbenzidina (TMB). A reacao foi interrompida com acido
sulfarico 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-padrdo, obtidas pelas diferentes concentracbes dos respectivos
recombinantes (IL-12, IL-10, IFN-y,(](] IL-17 e TNF-a —BD Biosciences Pharmigen,
San Diego, CA, USA).

3.6 Histologia convencional

Para avaliacdo histopatoldgica, fragmentos de figado dos animais estudados
foram fixados em solucdo de formol tamponado 10% por 24 horas. Apds 0s
procedimentos rotineiros para inclusdo em parafina, foram realizados cortes de
aproximadamente 5um de espessura, semi-seriados, corados pela hematoxilina e
eosina (HE). O material foi avaliado pelo patologista que analisou o padrao
histolégico do bacgo, implantes esplénicos e figado em microscopio Optico e

posteriormente as fotografou.
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3.7 Analise estatistica

As variaveis numéricas foram avaliadas nos diferentes grupos pelo teste de
normalidade de Kolgomorov-Smirnov para distribuicdo gaussiana dos dados. Foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whithey para determinacdo das
diferencas significantes entre os grupos de camundongos, com nivel de significancia

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 viaveis no figado de camundongos BALB/c
infectados com L. chagasi.

Através da técnica de diluicdo limitante, o parasitismo local foi avaliado 30
dias apds a infeccdo com 108 promastigotas de L. chagasi nos macerados de figado
dos animais do grupo controle (CT), grupo esplenectomizado (SP) e grupo
autotransplantado em grande omento (AT). Os resultados mostram que 0s animais
submetidos a esplenectomia total apresentaram carga parasitaria significativamente
maior no figado quando comparados aos grupos CT e AT que por sua vez hao

diferiram entre si (Fig. 7).

log 10 promastigotas L. chagasi

CT SP AT

Figura 7. Estimativa da carga parasitaria nos macerados de figado de animais
BALB/c infectados com 108 promastigotas de L. chagasi. A contagem dos parasitos
foi feita pelo método da diluicdo limitante. Resultados sdo as médias + desvio padrao
expressos em log. CT (grupo controle), SP (grupo esplenectomizado) e AT (grupo
esplenectomizado e autotransplantado em grande omento). *(p<0,05) indica diferenca
significativa entre SP versus CT e AT.

Os camundongos infectados mostraram numeros detectaveis de
parasitos em todos o0s Orgdos avaliados sendo que o0s animais
esplenectomizados tiveram carga parasitaria maior no figado, quando

comparada aos demais grupos.
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4.2 Quantificacdo da producdo de IFN-y no figado de camundongos
BALB/c infectados com L. chagasi.

A producédo de IFN-y foi avaliada nos sobrenadantes dos macerados de
figado dos animais, 30 dias apds a infeccdo com 10° promastigotas de L.
chagasi. Nos sobrenadantes dos macerados dos animais do grupo SP foram
encontradas menores quantidades de IFN-y (912.7 + 68.34 pg/mL) em relacéo
ao grupo CT (1296 + 53.37 pg/mL) e AT (1189 * 46.30 pg/mL) (Fig. 8).

Entretanto ndo houve diferencas significativas entre os grupos CT e AT.

1500-
T
*
E 1000+ T
(=]
e
5
£ 5004
0-
cT  SsP AT

Figura 8. Quantificacdo de IFN-y em sobrenadantes de macerados de figado de
animais BALB/c, ap6s 30 dias de infeccdo com L. chagasi. Os animais foram
infectados i.p com 10° promastigotas de L. chagasi 30 dias ap0s a cirurgia. Os niveis de
IFN-y foram avaliados pelo método de ELISA. Resultados expressam as medias =+
desvio padréo, expressos em pg ml. CT (grupo controle), SP (grupo esplenectomizado)
e AT (grupo esplenectomizado e autotransplantado em grande omento). *(p<0,05) indica
diferenca significativa entre SP versus CT e AT.
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4.3 Quantificacdo da producdo de IL-12 no figado de camundongos
BALB/c infectados com L. chagasi.

A producgéao de IL-12 foi avaliada nos sobrenadantes dos macerados de
figado, 30 dias apds a infeccdo com 10° promastigotas de L. chagasi. Os
animais do grupo SP produziram no figado quantidades significativamente
menores de IL-12 (437.4 £ 21.24 pg/mL) em relagcdo aos grupos CT (613.1 +
75.87 pg/mL) e AT (605.1 + 16.90 pg/mL). Entretanto, ndo houve diferenca
significativa entre os animais do grupo CT e grupo AT (Fig. 9).
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Figura 9. Quantificacdo de IL-12 em sobrenadantes de macerados de figado de
animais BALB/c, ap6s 30 dias de infeccdo com L. chagasi. Os animais foram
infectados i.p com 10° promastigotas de L. chagasi 30 dias ap0s a cirurgia. Os niveis de
IL-12 foram avaliados pelo método de ELISA. Resultados expressam as médias = desvio
padrdo, expressos em pg mlt. CT (grupo controle), SP (grupo esplenectomizado) e AT
(grupo esplenectomizado e autotransplantado em grande omento). *(p<0,05) indica
diferenca significativa entre SP versus CT e AT.
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4.4 Quantificagdo da producdo de TNF-a no figado de camundongos
BALB/c infectados com L. chagasi.

A producéo de TNF-a foi avaliada nos sobrenadantes dos macerados de
figado, 30 dias apdés a infeccdo com 10° promastigotas de L. chagasi. Os
animais SP produziram no figado quantidades significativamente menores de
TNF-a (437.8 £ 19.92 pg/mL) em relacéo aos grupos CT (670.8 £ 77.60 pg/mL)
e AT (689.5 £ 31.11 pg/mL). Nao houve diferenca significativa entre os animais

dos grupos CT e AT (Fig. 10) quanto a producédo de TNF-a..
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Figura 10. Quantificacdo de TNF-a em sobrenadantes de macerados de figado de
animais BALB/c, ap6s 30 dias de infeccdo com L. chagasi. Os animais foram
infectados i.p com 10° promastigotas de L. chagasi 30 dias ap6s a cirurgia. Os niveis de
TNF-a foram avaliados pelo método de ELISA. Resultados expressam as medias =+
desvio padréo, expressos em pg ml. CT (grupo controle), SP (grupo esplenectomizado)
e AT (grupo esplenectomizado e autotransplantado em grande omento). *(p<0,05) indica
diferenca significativa entre SP versus CT e AT.
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4.5 Quantificacdo da producdo de IL-10 no macerado de figado de
camundongos BALB/c infectados com L. chagasi.

A producgéao de IL-10 foi avaliada nos sobrenadantes dos macerados de
figado, 30 dias apds a infeccdo com 10° promastigotas de L. chagasi. Os
animais esplenectomizados produziram no figado guantidades
significativamente maiores de IL-10 (1533 + 23.96 pg/mL) em relacdo aos
animais dos grupos CT (1224 + 61.47 pg/mL) e AT (1249 + 67.14 pg/mL), que

por sua vez, ndo diferiram entre si (Fig. 11).
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Figura 11. Quantificacdo de IL-10 em sobrenadantes de macerados de figado de
animais BALB/c, ap6s 30 dias de infeccdo com L. chagasi. Os animais foram
infectados i.p com 10° promastigotas de L. chagasi 30 dias ap6s a cirurgia. Os niveis de
IL-10 foram avaliados pelo método de ELISA. Resultados expressam as médias + desvio
padréo, expressos em pg ml™. CT (grupo controle), SP (grupo esplenectomizado) e AT
(grupo esplenectomizado e autotransplantado em grande omento). *(p<0,05) indica
diferenca significativa entre SP versus CT e AT.
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4.6 Quantificagdo da producdo de IL-17 no figado de camundongos
BALB/c infectados com L. chagasi.

A producdo de IL-17 foi avaliada no sobrenadante do macerado de
figado 30 dias apds a infeccdo com 108 promastigotas de L. chagasi. Ndo
houve diferenca significativa entre os grupos CT (1368 + 385.8 pg/mL) e AT
(1595 + 378.4 pg/mL) quanto a producdo de IL-17. Contudo, os animais
esplenectomizados produziram quantidades significativamente maiores de IL-
17 (3321 + 862.8 pg/mL) em relacdo aos grupos CT e AT (Fig. 12).
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Figura 12. Quantificacdo de IL-17 em sobrenadantes de macerados de figado de
animais BALB/c, ap6s 30 dias de infeccdo com L. chagasi. Os animais foram
infectados i.p com 10° promastigotas de L. chagasi 30 dias ap6s a cirurgia. Os niveis de
IL-17 foram avaliados pelo método de ELISA. Resultados expressam as médias + desvio
padrdo, expressos em pg mlt. CT (grupo controle), SP (grupo esplenectomizado) e AT
(grupo esplenectomizado e autotransplantado em grande omento). *(p<0,05) indica
diferenca significativa entre SP versus CT e AT.
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4.7 Estimativa de parasitos viaveis no baco de camundongos BALB/c
infectados com L. chagasi.

O parasitismo foi avaliado nos macerados de baco dos animais do grupo
controle (CT) e no fragmento esplénico dos animais do grupo
autotransplantado em grande omento (AT) através da técnica de diluicdo
limitante, 30 dias apés a infecgdo. Os animais foram infectados com 106
promastigotas de L. chagasi. O grafico abaixo mostra que ndo houve
diferencas significativas na contagem dos parasitos entre o grupo com baco

integro ou que foram submetidos ao implante autégeno esplénico (Fig. 13).
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Figura 13. Estimativa da carga parasitdria nos macerados de baco e em
fragmentos esplénicos transplantados. Camundongos BALB/c foram infectados com
10° promastigotas de L. chagasi 30 dias ap0s a cirurgia. A contagem dos parasitos foi
feita pelo método da diluicdo limitante. CT (grupo controle) e AT (grupo
esplenectomizado e autotransplantado em grande omento). Resultados sdo as médias
desvio padrdo expressos em log.
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4.8 Quantificacdo da producao de citocinas (IL-12, TNF-a, IFN-y e IL-10) no
baco de camundongos BALB/c infectados com L. chagasi.

A producédo de citocinas IL-12, TNF-a, IFN-y e IL-10 foi avaliada nos
sobrenadantes dos macerados de baco, 30 dias apdés a infeccdo com L.
chagasi. Os resultados abaixo mostram que os animais do grupo CT tém niveis
semelhantes de IL-12 (Fig. 14A), TNF-a (Fig.14B), IFN-y (Fig. 14C) e IL-10 (Fig.

14D) quando comparados ao grupo AT.
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Figura 14. Quantificacdo de IL-12 (Fig. A), TNF-a (Fig. B), IFN-y (Fig. C) e IL-10
(Fig. D) em sobrenadantes de macerados de bago (CT) e fragmentos esplénicos
transplantados (AT) de animais BALB/c, apos 30 dias de infec¢cdo com L. chagasi.
Os animais foram infectados i.p. com 10° promastigotas de L. chagasi 30 dias apds a
cirurgia. A producdo 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 padrdo, expressos em pg ml™,
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4.9 Andlise histolégica do tecido hepéatico de camundongos BALB/c
infectados com L. chagasi.

A andlise histolégica do figado dos animais infectados com L. chagasi
revelou no grupo esplenectomizado (Fig. 15C) poucos acumulos de infiltrados
celulares comparado aos animais que possuem o baco intacto, que apresentou
acumulo um pouco maior de células inflamatérias no figado (Fig. 15 A). Nos
animais do grupo autotransplantado foi também verificada a presenca de
poucos infiltrados celulares (Fig. 15B). Todo o material foi analisado por um
mesmo observador e 0s campos escolhidos de forma aleatoria. Foram
considerados os seguintes itens de avaliacdo: (1) a estrutura geral do 6rgao,
(2) morfologia dos hepatécitos, (3) presenca de acumulo de células

mononucleares intraparenquimatosas.

Tabela 1: NUmero de areas de infiltrados de células mononucleares no figado de
camundongos apds 30 dias de infeccao.

Grupo Areas de infiltrados de células mononucleares 2
30 dias (n)°

Controle (CT) ++9 6

Esplenectomizado (SP) +€ 6

Autotransplantado (AT) +€ 6

& Média do numero de areas de infiltrados com células mononucleares em 80 campos
analizados ao microscopio 6ptico. ° Nimero de camundongos estudados. ¢ moderado
(++) e discreto (+).
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Figura 15: Fotomicrografia de tecido hepatico de camundongos infectados com L.
chagasi. Presenca de infiltrado inflamatoério com acumulo intraparenquimatoso de
celulas mononucleares no figado (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 DISCUSSAO

A importancia incontestavel do bago na resposta imunoldgica e a
descoberta de outras atribuicbes desse Orgao trouxeram uma nova orientacao
no tratamento das afeccbes esplénicas (ALBERTI et al.,, 2008). Tanto a
indicagdo quanto a abordagem cirdrgica tornaram-se cada vez mais
conservadoras (CHRISTO, 2005).

Técnicas como a conservacao do poélo superior do baco foram descritas.
O podlo superior do baco, suprido apenas pelos vasos esplenogastricos, tem
capacidade de remover da circulacdo bactérias vivas, mostrando que, mesmo
sem a vascularizacdo pelo pediculo esplénico, ha uma eficiente depuracéo
sanguinea (SILVA et al., 2003). E, em pacientes onde a esplenectomia total é
inevitavel, o transplante autdgeno de baco se torna uma alternativa para a
preservacao das funcdes esplénicas (NUNES et al., 2005).

A esplenectomia, em qualquer idade e por qualquer indicacdo, aumenta
o risco de morte por infeccdo fulminante (PETROIANU, 2007; MARQUEZ,
2001). Contudo, individuos infectados com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) tendem a apresentar melhora do quadro clinico apds a remoc¢éo do baco,
possivelmente devido a eliminagcdo da grande carga viral existente nos
linfécitos esplénicos (BERNARD et al., 1998; SUMARAJU et al., 2001).

Na literatura existem poucos trabalhos avaliando o papel do baco
durante infeccbes causadas por protozoarios. Embora varios estudos
demonstrem o papel protetor do baco durante infeccbes provocadas por
bactérias, Kuranaga e colaboradores (2005) demonstraram que a
esplenectomia reduz o crescimento de Listeria monocytogenes apos infec¢ao
endovenosa. Perobelli e colaboradores (2008), também demonstraram o
controle desta bactéria nos animais esplenectomizados, enquanto que o0s
animais esplenectomizados infectados com Escherichia coli demonstraram
maior susceptibilidade. No entanto, esta susceptilidade foi revertida pelo
transplante autdgeno de bago que manteve as func¢des do 6rgéo independente
do sitio de implante ter sido retroperitdnio ou grande omento.

Neste trabalho, foi avaliado o efeito da remocdo do bagco em
camundongos BALB/c infectados com L. chagasi através da carga parasitaria,
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producado de citocinas e analise histopatolégica. Foi demonstrado que animais
que possuem o0 bago integro ou submetidos ao implante esplénico autégeno
foram mais resistentes a infeccdo com L. chagasi comparados aos animais
esplenectomizados. Isso sugere um importante papel protetor do baco durante
a LV. Os dados obtidos mostram que os animais infectados com L. chagasi e
submetidos a esplenectomia apresentaram uma carga parasitaria maior no
figado comparados aos animais que possuem o baco integro, sugerindo que na
auséncia do baco as amastigotas migram para o figado ja que as mesmas tém
um tropismo por este o0rgao. Estes resultados sugerem que a esplenectomia
pode influenciar na resposta imunolégica durante a LV.

Entretanto, Maioli e colaboradores (2007) demonstraram que a
esplenectomia néo altera o perfil de citocinas e nem mesmo a carga parasitaria
dos animais infectados com L. major, patdbgeno causador da leishmaniose
cutanea, mas sugere a importancia do bago na resposta imune protetora contra
alLVv.

Em LV néo esta claro o modelo de resposta Th1/Th2 como protecdo e
susceptibilidade respectivamente. Estudos tém encontrado diferencas entre
esses modelos e aqueles de leishmaniose cutanea (GOTO e PRIANTI, 2009).

Sabe-se gque durante a infeccdo por protozoarios do género Leishmania,
as células do sistema mononuclear fagocitico parasitadas atuam como APCs,
as quais ativam L TCD4+ Thl ou Th2. Se ativados, os linfécitos Thl produzem
citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-2, citocinas proinflamatorias que aumentam a
atividade fagocitica das células e a citotoxicidade dos linfécitos. Os macréofagos
ativados por sua vez, produzem IRO e IRN, substancias toxicas para o parasito
levando ao controle e eliminacédo da infeccdo (HOLZMULLER et al., 2006). No
entanto, os linfocitos Th2 produzem citocinas antiinflamatérias como IL-4, IL-5 e
IL-10 e ativam os linfécitos B desencadeando a producdo de anticorpos
(ALEXANDER E BRYSON, 2005; IKEDA et al., 2007. A producédo intensa de
anticorpos leva ao acumulo de imunocomplexos nas paredes dos vasos
sanguineos, podendo ser, portanto, prejudicial e ndo protetora para o
hospedeiro (IKEDA et al., 2007; COSTA et al., 2000).

A imunidade efetiva para Leishmania sp. € mediada por células e resulta
na morte do parasito por macréfagos ativados. No entanto, na LV ha forte

depressdo da imunidade celular, baixa producdo de citocinas proinflamatérias,
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como IFN-y e IL-2 e, por outro lado, aumento da producao das citocinas IL-4 e
IL-5, ativagdo policlonal de células B e hipergamaglobulinemia (HOLADAY et
al., 1993).

Embora varios fatores possam contribuir para a auséncia da resposta
imune celular na LV, as evidéncias de que existe nesta doenca ativacdo de
células Th2 e de células regulatérias da resposta imune indicam a importancia
de avaliar o papel de citocinas com atividade imunomoduladora na patogenia
da leishmaniose visceral.

Neste trabalho foi possivel observar que os animais submetidos a
esplenectomia apresentaram niveis elevados de IL-10 no figado, coincidindo
com o aumento da carga parasitaria. A IL-10 € uma citocina que modula tanto a
imunidade inata quanto a imunidade adaptativa exercendo sua atividade
antiinflamatéria tanto na leishmaniose experimental quanto em humanos
(NYLEN et al., 2007). Esta citocina suprime muitas funcdes de células NK e de
células T por inibir a apresentacédo de antigenos e a producéo de citocinas proé-
inflamatorias como IL-12 e IFN-y (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 mondcitos/macréfagos, LB, timdcitos e
gueratindcitos.

Alguns trabalhos tém demonstrado que a infeccdo com L. donovani
induz a secre¢do de IL-10 e atenua a geracdo de superoxido, oxido nitrico e
TNF-a, facilitando a sobrevivéncia deste parasito, situacéo esta que é revertida
guando se faz tratamento com anticorpos anti-IL-10 (BHATTACHARYYA et al.,
2001). A IL-10 bloqueia a ativagdo de uma resposta Thl e consequentemente
uma resposta citotdxica por diminuir a producédo de IL-12 e IFN-y, inibindo
dessa forma a ativacdo de macrofagos 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 producdo de citocinas Thl e
aumenta a producao de NO concomitantemente coma expressao de INOS
reduzindo a carga parasitaria no baco e figado (BHATTACHARJEE et al.,
2009).
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Entretanto, durante muitas infec¢des, LT CD4 produzem ambos IFN-y
para estimular linfocitos Thl e IL-10. Novos dados mostram que a IL-10
produzida pelas células efetoras Thl limitam os danos causados pela
inflamacdo exagerada. Mas, esse controle pode também limitar a efetividade
da resposta imune resultado na falha em eliminar o patégeno (TRINCHIERI,
2007; LEAVY et al., 2007).

Neste trabalho sugerimos que o aumento da carga parasitaria no figado
dos animais esplenectomizados e infectados seja em parte, consequéncia do
aumento da producao de IL-10, j& que esta citocina atua como supressora de
uma resposta Thl protetora durante a LV. Além dos mondcitos/macréfagos, LB,
timécitos, queratindcitos e Tregs produzirem IL-10, outros tipos celulares como
L TCD4+CD25-Foxp3- também sdo capazes de induzir a producdo de IL-10
contribuindo dessa forma para o estabelecimento da infeccdo (RODRIGUES et
al., 2009).

No presente trabalho, além da reducdo na producéo de IFN-y, citocinas
proinflamatérias como IL-12 e TNF-a também tiveram seus niveis reduzidos
nos animais esplenectomizados. A IL-12 tem sido apontada como um dos mais
importantes componentes da fase inicial da infeccdo pela Leishmania (TAYLOR
e MURRAY, 1997). A IL-12 ¢é produzida primariamente por células
apresentadoras de antigeno (mondcitos, macrofagos, células dendriticas e
linfécitos B) e sua principal atividade bioldgica € sobre células T e células NK,
nas quais ela estimula a produgdo de citocinas, principalmente IFN-y,
proliferacdo celular e citotoxicidade. A IL-12 desempenha um papel importante
na diferenciacdo e expansdo de células T CD4+ do tipo Thl e é importante
para o padréo de resisténcia do camundongo (MURRAY et al, 2000b).

Bacelar e colaboradores (2000) demonstraram que IL-12 é fundamental
para a manutencdo de uma resposta imune Thl em individuos curados e que
IL-10 é a principal citocina que pode desregular uma resposta imune, sendo,
portanto as principais citocinas reguladoras durante a LV.

Ja no trabalho de Magalhdes e colaboradores (2006), foi demonstrada a
elevacdo simultanea de niveis plasmaticos e intracitoplasmaticos de IFN-y e IL-
10 em individuos com LV ativa. Kemp e colaboradores (1999) demonstraram

existir uma populacédo de linfocitos T produtores tanto de IFN-y quanto de IL-10,
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além dos subtipos convencionais Thl e Th2. Estes linfocitos sdo gerados na
presenca de IL-12, enquanto anticorpos neutralizantes anti-IL-12 impede a
geracao de IFN-y e IL-10.

Embora o bago seja o sitio de infec¢do cronica durante a LV, ele € um
importante 6rgdo produtor de IFN-y e ndés observamos que a esplenectomia
reduz os niveis de IFN-y no figado dos animais infectados com Leshmania
chagasi. Isso sugere, portanto, que a esplenectomia pode influenciar na
producdo de IFN-y pelo figado, alterando a resposta imunoldgica contra a
Leishmania, e o controle da doenca.

Os animais submetidos a esplenectomia apresentaram quantidades
menores de IFN-y no sobrenadante do macerado do figado e maior
parasitemia. Sabe-se que esta citocina limita o crescimento de Leishmania sp.
em macréfagos murinos e humanos, limitando assim a progressdo da doenca
(MURRAY et al., 1992). No entanto, os animais com baco intacto e os animais
submetidos ao implante autégeno de baco em grande omento tiveram niveis
semelhantes de IFN-y, IL-12 e TNF-a, sugerindo que o autotransplante € capaz
de manter a as funcdes esplénicas de um baco normal.

O IFN-y produzido por células T, células dendriticas, macrofagos e
células NK tem a funcdo de induzir a sintese de NO, ativando funcdes
microbicidas (REINER et al., 1995). Dessa forma, a baixa producédo de IFN-y
nos animais esplenectomizados pode estar relacionada a incapacidade de
ativar os mecanismos microbicidas dos macré6fagos como a producao de NO.

Embora o IFN-y tenha sido produzido, uma producdo concomitante de
IL-10 foi identificada. Esta citocina estd entdo, associada a progressao da
doenca por exercer um papel imunorregulador, podendo inibir os efeitos do
IFN-y e conseqiientemente a eliminacdo do parasito. Sabe-se que a modulacao
local ou sistémica dos niveis de IFN-y € um determinante critico na resolucdo
da infeccao. Além disso, o TNF-a produzido, sobretudo por macréfagos, LT e
células NK agem juntamente com IFN-y, induzindo a producdo de NO e
consequentemente a morte das amastigotas no interior dos macrofagos. Assim
sendo, neste trabalho nos também identificamos niveis reduzidos de TNF-o
nos animais esplenectomizados. O TNF-a contribui para uma resposta imune

protetora no figado com formacdo de granulomas e geracdo de IRO e IRN,
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importantes para conter o crescimento do parasito. O TNF-a € importante ndo
somente na fase inicial como também na fase final da doenca, visto que
animais TNF-a’ sdo susceptiveis a infeccdo e progridem para uma infecgio
fatal. Além disso, a auséncia de TNF-o muda a arquitetura do tecido linféide,
leva a perda da resisténcia hepatica devido a pouca ou nenhuma migracao de
linfécitos T (ENGWERDA et al., 2002). A menor producdo de TNF-a no figado
dos animais esplenectomizados pode estar relacionada a pequena quantidade
de infiltrados celulares observados quando comparados aos animais controle (
MURRAY, 2001b).

A presenca de poucos sitios inflamatorios no figado pode estar
relacionada a falha no controle da infec¢do com L. chagasi. Foi observado que
animais submetidos a esplenectomia tiveram carga parasitaria maior no figado
qgquando comparados aos demais grupos, 0 que correlaciona com um menor
namero de infiltrados inflamatérios e uma menor producao de TNF-a. N0osSsos
dados sugerem que na auséncia do baco, as leishmanias migram para o
figado, ja que apresentam também um tropismo por este 6rgdo. No entanto,
sabe-se que a infeccdo hepética provocada por parasitos do género
Leishmania é autolimitante através de uma resposta imune granulomatosa
envolvendo células de Kupffer, mondcitos, LT CD4+, LT CD8+, producdo de NO
e multiplas citocinas incluindo IFN-y, IL-12, IL-4 e niveis moderados de TNF-
o (BACELLAR e CARVALHO, 2005).

Outra citocina recentemente envolvida na imunidade contra infec¢des é
a IL-17. Em humanos, a infeccdo com LV estimula a diferenciacdo de células
Th1l7, com producdo de IL-17, IL-22, e IFN-y por células mononucleares
sanguineas, promovendo reparos nos tecidos e estando dessa forma
associada a protecdo (PITTA et al., 2009). Neste trabalho, porém, os animais
submetidos a esplenectomia tiveram seus niveis de IL-17 aumentados quando
comparados aos outros grupos. Sabe-se que a combinacdo de TGF-$ e IL-6
induz populacdes de linfocitos Th17 a produzirem IL-17, tanto IL-17A quanto IL-
17F (LIANG et al., 2007).

Apesar de o baco ser um Orgdo importante para a producdo de
imunoglobulinas e atividade dos linfocitos B, esses anticorpos néo séo

protetores o que néo elimina o baco da sua funcéo protetora durante a LV. Além
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disso, a esplenectomia ainda € um procedimento clinico comum usado para
melhorar a hepatoesplenomegalia durante a esquistossomose LV em humanos
(BRANDT et al., 2006). No entanto, em casos de co-infeccdo com HIV a
esplenectomia nao é suficiente para controlar a leishmaniose visceral, além de
colocar o paciente exposto a infec¢cdes bacterianas e outros tipos de infeccdes
parasiticas (TROYA et al., 2007).

O nosso estudo sugere um importante papel protetor do baco durante a
leishmaniose visceral, visto que na sua auséncia, o figado torna-se
intensamente parasitado. Além disso, como ja foi demonstrado por diversos
estudos, a esplenectomia torna o individuo mais susceptivel a outros tipos de
infec¢des, principalmente aquelas provocadas por bactérias encapsuladas.
Portanto a esplenectomia pode interferir no padrdo de resposta imunolégica

dos animais infectados com L. chagasi.
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6 CONCLUSOES

v' A esplenectomia aumenta a suscetibilidade a infeccdo por L. chagasi em

camundongos BALBI/c.

v' Os animais infectados com L. chagasi submetidos a esplenectomia (SP)
apresentaram carga parasitaria maior no figado quando comparados aos
animais que possuem baco intacto (CT) ou que receberam o implante
autogeno de baco (AT).

v Animais do grupo SP apresentaram reduc¢édo na producao de IFN-y, TNF-a e
IL-12 no figado, 30 dias apés a infeccdo por L. chagasi, 0 que pode estar

correlacionado com o aumento da carga parasitaria neste grupo.

v" Animais do grupo SP apresentaram maior producédo de IL-10 no figado, 30
dias apos a infecgdo por L. chagasi, o que pode estar correlacionado com o

aumento da carga parasitaria neste grupo.

v" A andlise histolégica demonstrou menor acumulo de células mononucleares
no figado dos animais do grupo SP, em relacdo aos grupos AT e CT, apds

30 dias de infec¢cdo com L. chagasi.

v A esplenectomia influencia na resposta imunoldgica dos animais infectados
com L. chagasi tornando os camundongos esplenectomizados mais

susceptiveis a infeccao.

v' A producdo de citocinas por células dos fragmentos esplénicos
transplantados e a carga parasitaria nesses fragmentos foi semelhante a
observada no baco original, sugerindo que os fragmentos esplénicos

transplantados preservam as fun¢es imunolégicas do érgéo original.
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