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RESUMO 

 
Introdução: A leishmaniose visceral (LV) é uma doença infecciosa causada pela Leishmania 

infantum, em que há o comprometimento de órgão internos. No baço a infecção é crônica e 

progressiva. Além disso, na LV grave ocorre a desorganização dos compartimentos esplênicos, 

a diminuição do número de células B (LyB) na polpa branca (PB) e plasmocitose na polpa 

vermelha (PV). Os plasmócitos têm sobrevida estendida e acumulam-se em várias doenças 

crônicas. Contudo, pouco se sabe sobre as funções e os mecanismos de geração e manutenção 

da sobrevida dessas células. Objetivo: Neste trabalho, investigamos os potenciais mecanismos 

associados com o desenvolvimento anômalo de LyB que levam à plasmocitose no curso da LV. 

Métodos: 56 hamsters da linhagem Golden Sirius com 6 a 8 semanas de idade foram usados 

neste estudo: 28 foram injetados intraperitonealmente com 1x107 promastigotas de L. infantum 

e 28 receberam a solução diluente pela mesma via. Sete animais de cada grupo foram eutasiados 

30, 60, 120 e 150 dias após a injeção (dpi). Os animais foram necropsiados e amostras dos 

órgãos foram fixadas em parafina para estudo histológico e avaliação da distribuição de célula 

B e plasmócitos por imuno-histoquímica. Para três animais de cada grupo e em cada ponto, um 

fragmento do baço foi colhido para avaliação transcriptômica da expressão gênica e associação 

entre moléculas relacionadas com o desenvolvimento de LyB, incluindo uma molécula 

chamada DLK1. Resultados: Houve aumento da PB dos animais infectados 120 dpi, enquanto, 

no ponto consecutivo ocorreu atrofia, após 150 dias. Afetando a região de folículo linfoide, 

possivelmente devido a diminuição de LyB. Também observamos redução da quimiotaxia de 

LyB, pela diminuição de CXCL13 e CXCL12 que ocorreu 120 e 150 dpi. Houve uma tendência 

a diminuição de fatores moleculares relacionados com a resposta de centro germinativo (CG), 

observado pela expressão gênica dos hamsters infectados. Não houve alterações na quantidade 

de LyB na PV dos animais infectados, mas houve progressiva plasmocitose na PV dos animais 

nos pontos mais tardios da doença, 120 e 150 dpi e o acúmulo dessas células na zona de células 

T 120 dpi, sendo que DLK1 está associada com a plasmocitose na PV. A expressão gênica dos 

animais infectados confirmou a diferenciação de plasmócitos 150 dpi e associou a sinalização 

por IL-21 e IFN- como as principais moléculas envolvidas. Além disso, houve o aumento de 

IL-6 150 dpi. Conclusões: Neste estudo correlacionamos alterações estruturais e celulares com 

a expressão molecular, para investigar os determinantes da diferenciação anômala de LyB em 

formas graves da LV. Os resultados deste trabalho demonstram aumento de IL-21 e INF- como 

moléculas responsáveis pelas alterações nas vias de diferenciação de LyB. Além disso, 

demonstramos um aumento da área de LyB da PB, que antecede a diminuição e possivelmente 

a desorganização do baço. É possível que essa atrofia esteja relacionada com a inibição do 

homing de LyB durante a infecção. 

 

Palavras-chaves: Plasmócitos. Expressão gênica. DLK1. Imuno-histoquímica. 
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ABSTRACT 

 
Introduction: Visceral leishmaniasis (VL) is an infectious disease caused by Leishmania 

infantum, which internal organs are compromised. In the spleen the infection is chronic and 

progressive. In addition, in severe VL, there is disruption of splenic compartments, a decrease 

of B cells number in the white pulp (WP) and plasmacytosis in the red pulp (RP). Plasma cells 

have extended survival and accumulated in many chronic diseases. However, poorly is known 

about the functions and mechanisms of generation and maintenance of cell survival. Objective: 

In this work, we investigated the potential mechanisms associated with the abnormal 

development of B cells that lead to plasmacytosis during VL. Methods: 56 Golden Syrian 

hamsters with 6 to 8 weeks were used in this study: 28 were injected intraperitoneally with 

1x107 L. infantum promastigotes and 28 received the diluent solution by the same route. Seven 

animals from each group were euthanized 30-, 60-, 120- and 150-days post-injection (dpi). The 

animals were necropsied and organ samples were fixed in paraffin for histological study and 

evaluation of B cell and plasma cell distribution by immunohistochemistry. For three animals 

from each group and at each point, a spleen fragment was collected for transcriptomic 

evaluation of gene expression and association between molecules related to B cell development, 

including a molecule called DLK1. Results: There was an increase in the WP of the infected 

animals at 120 dpi, while at the 150 dpi there was atrophy affecting the follicle, which might 

be related to a decrease in B cells. We also observed a reduction in B cell chemotaxis, due to 

the decrease in CXCL13 and CXCL12 that occurred at 120 and 150 dpi. We noticed a toward 

to decrease molecular factors related to the germinal center (GC) response, observed by the 

gene expression of infected hamsters. There were no changes in the amount of B cells in the 

RP of the infected animals, but there was progressive plasmacytosis in the RP of the animals at 

the later stages of the disease, 120 and 150 dpi and the accumulation of these cells in the T cell 

zone at 120 dpi, DLK1 was associated with the plasmacytosis in RP. The gene expression of 

infected animals confirmed the differentiation of plasma cells at 150 dpi and associated 

signaling by IL-21 and IFN-γ such the main molecules involved. In addition, there was an 

increase in IL-6 150 dpi. Conclusions: In this study we correlated structural and cellular 

changes with molecular expression to investigate the determinants of B cell anomaly in severe 

forms of VL. In this work we demonstrate an increase in IL-21 and INF- both responsible for 

changes in B cell differentiation pathways. In addition, we demonstrate an increase in the B cell 

area in the WP, which is followed by a decrease and disorganization. It is possible that the WP 

atrophy is related to the inhibition of B cell homing during infection. 

 

Keywords: Plasma cells. Gene expression. DLK1. Immunohistochemistry. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A leishmaniose visceral (LV) é uma infeção parasitária, caracterizada pelo 

comprometimento de órgãos, como o baço, fígado e medula óssea. O Brasil é um dos países 

mais afetados pela doença, sendo responsável por mais de 99% dos casos que ocorrem no 

continente americano. Em pacientes susceptíveis a doença pode se manifestar através de 

alterações como hepatoesplenomegalia e hiperesplenismo, podendo levar ao óbito do paciente 

em decorrência de coinfecções e hemorragias (ANVERSA et al., 2018; BURZA; CROFT; 

BOELAERT, 2018; DOS-SANTOS et al., 2014). 

O baço um dos órgãos alvo da doença, que apresenta alterações estruturais e na 

celularidade associados com a gravidade da doença, como o acúmulo de plasmócitos (PC) 

(SANTANA et al., 2008; SILVA-O’HARE et al., 2016). A diferenciação anômala destas 

células no baço pode ser decorrente da ativação policlonal, caracterizada por uma 

inespecificidade dos anticorpos produzidos, além de um processo de imunoregulação com a 

produção de citocinas que inibem a resposta imune efetiva contra a infecção e favorece a 

sobrevivência do parasito (SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; STÄGER, 2018). O acúmulo 

de PC também é descrito em outras doenças crônicas e infecciosas, mas pouco se sabe sobre os 

mecanismos de geração dessas células. 

Neste trabalho, investigamos os eventos moleculares associados com a diferenciação de 

PC de forma sequencial, através da avaliação do perfil transcriptômico do baço, e 

correlacionamos esses mecanismos moleculares com as alterações histopatológicas observadas 

na celularidade de célula B (linfócito B-LyB) e PC, pela técnica de imuno-histoquímica (IHQ). 

 

1.1 LEISHMANIOSE VISCERAL 

 

A leishmaniose é uma doença infecciosa, causada por protozoários do gênero 

Leishmania. A transmissão ocorre durante o repasto sanguíneo de fêmeas de flebótomos do 

gênero Lutzomya (no novo mundo) ou Phlebotomus (no velho mundo), que inoculam na derme 

do hospedeiro as formas promastigotas. O parasito possui duas formas evolutivas: a forma 

flagelar chamada de promastigota, presente exclusivamente no vetor invertebrado, e a forma 

aflagelar amastigota, uma forma intracelular obrigatória, presente no hospedeiro vertebrado 

(ANVERSA et al., 2018; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). O ciclo de transmissão 

reinicia quando os flebótomos adquirem as formas amastigotas de células infectadas do 
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hospedeiro. No intestino do inseto as amastigotas se transformam em promastigota e então, 

migram para a probóscide do flebótomo dando continuidade ao ciclo (ANVERSA et al., 2018; 

BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). 

A doença possui um amplo espectro clínico com diferentes formas de manifestação, que 

vai desde lesões cutâneas localizadas ou difusas pelo corpo (Leishmaniose cutânea), até uma 

forma disseminada, em que ocorre a visceralização da infecção e o comprometimento de órgãos 

internos (LV). A apresentação clínica da doença vai depender da espécie do parasito e fatores 

genéticos inerentes ao hospedeiro (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).  

A LV é endêmica em mais de 60 países, sendo que o continente americano, a região do 

leste africano e a Índia subcontinental são as regiões mais afetadas pela doença. Além disso, o 

Brasil é responsável por mais de 99% dos casos relatados na América (BURZA; CROFT; 

BOELAERT, 2018). No Brasil, mesmo com as restrições impostas pela pandemia de COVID-

19 foram registrados 1.933 casos da doença em 2020. Só a região Nordeste foi responsável por 

aproximadamente 50% dos casos (959 casos), e mesmo na disponibilidade de um tratamento 

houve 165 óbitos, com uma taxa de letalidade de 9,5% (BRASIL; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2020). Sendo que as principais causas associadas aos óbitos são as coinfecções e sangramentos 

(ANVERSA et al., 2018; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). 

A doença é causada pelas espécies L. donovani e L. infantum, sendo essa última a 

responsável pelos casos da doença nas Américas, que tem como principal reservatório o cão 

doméstico (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Uma vez inoculado na derme do 

hospedeiro o parasito é fagocitado por células, principalmente os macrófagos (MΦ) e células 

dendríticas (dendritic cells - DCs), que migram para órgãos como medula óssea, fígado e baço, 

os principais órgãos afetados pela doença (BRASIL; ANVERSA et al., 2018; KUMAR; 

NYLÉN, 2012; VOLPEDO et al., 2021). Os sintomas mais comuns são: febre persistente, 

hepatoesplenomegalia, pancitopenia, hipergamaglobulinemia e caquexia, em decorrência do 

comprometimento dos órgãos alvo da infecção (BRASIL; ANVERSA et al., 2018; BURZA; 

CROFT; BOELAERT, 2018). 

A apresentação clínica da doença também vai depender da fase de infecção, que varia 

entre uma fase inicial chamada de fase “aguda”, com início da sintomatologia, incluindo 

principalmente febre, palidez cutâneo-mucosa, muitas vezes histórico de tosse e diarreia, além 

de hepatoesplenomegalia. Alguns pacientes apresentam um quadro clínico discreto neste 

período, caracterizando a forma oligosintomática, de curta duração que normalmente evolui 

para a cura espontânea. Há também um período de estado da doença (fase de sintomas mais 
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caraterísticos), com febre irregular, palidez, aumento da hepatoesplenomegalia e 

emagrecimento progressivo, apresentado de forma “arrastado” com mais de dois meses de 

evolução. E o período final, em que a doença evolui progressivamente com febre continua e 

uma piora do estado geral, caracterizado por desnutrição, anasarca e hemorragias, podendo 

evoluir para o óbito (BRASIL; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

A forma clássica de diagnóstico da LV é pela detecção das formas amastigotas nos 

tecidos, através de microscopia ótica ou cultura. Sendo que o poder de detecção do parasito em 

lâmina histológica vai depender do órgão utilizado no exame (BRASIL; ANVERSA et al., 

2018; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). O baço é o órgão com maior taxa de 

sensibilidade no teste, com 90%, seguido de medula óssea (50-80%) e fígado/linfonodos (45%). 

Portanto, o aspirado esplênico é considerado padrão ouro para o diagnóstico da LV. No entanto, 

neste procedimento há um grande risco de hemorragia em decorrência da coleta, sendo uma 

limitação para utilização do teste (BRASIL; ANVERSA et al., 2018; BURZA; CROFT; 

BOELAERT, 2018). O sangue possui baixa sensibilidade, exceto para pacientes coinfectados 

com o vírus da imunodeficiência humana (Human Immunodeficiency Virus – HIV) devido ao 

alto parasitismo (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).  

A outra forma de diagnóstico é com a utilização de testes sorológicos, como ensaio de 

imunoabsorção enzimática (Enzyme Linked Immunonosorbent Assay – ELISA), 

imunofluorescência e aglutinação direta ou por técnicas de biológica molecular, o western blot 

ou reação em cadeia da polimerase (PCR). Este último também é útil na identificação da espécie 

responsável pela infecção. Além disso, há os testes imunocromatográficos como o teste rápido 

com antígeno recombinante K39, sendo esse, o teste mais usado e recomendado pelo ministério 

da saúde no Brasil, com uma taxa de sensibilidade entre 86-100% e 82-100% de especificidade 

(BRASIL; ANVERSA et al., 2018; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). 

No Brasil, para o tratamento da LV o medicamento de primeira linha é o antimonial 

pentavalente, (Pentostam ou Glucantine) que possui uma taxa de efetividade de quase 90%, 

entretanto, possuem alta toxicidade para órgãos como coração, fígado e rim, e por isso, não são 

recomendados para pacientes com alguma disfunção nesses órgãos ou gestantes, devido efeitos 

teratogênicos (BRASIL; ANVERSA et al., 2018). Para o grupo de pacientes em que não é 

possível administrar os antimoniais pentavalentes ou nos casos de falha terapêutica, é utilizado 

a segunda linha de tratamento com anfotericina B e pentamidinas. A anfotericina B lipossomal 

possui menos efeitos colaterais e é recomendada para os grupos sensíveis aos efeitos adversos 

(BRASIL; ANVERSA et al., 2018). Após o tratamento, o paciente pode voltar a apresentar 
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sintomatologia dentro do período de 12 meses depois da cura, caracterizando um quadro de 

recidiva da doença (BRASI; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

 

1.1.1 Resposta imune na leishmaniose visceral 

 

A maior parte dos pacientes com LV são assintomáticos e não desenvolvem a doença, 

caracterizados pela positividade em testes (sorológicos ou de reação cutânea), mas ausência de 

sintomatologia. Enquanto uma minoria desenvolve a forma ativa da doença, que se não for 

tratada é fatal. Ainda não está totalmente claro os fatores associados com a progressão da 

doença, mas já se sabe que fatores ambientais e socioeconômicos como a desnutrição que afeta 

o desenvolvimento da resposta imune, além da interação entre parasito e aspectos 

genéticos/imunológicos do hospedeiro estão relacionados (DAYAKAR et al., 2019; FALEIRO 

et al., 2014; KUMAR; NYLÉN, 2012). 

As células mononucleares de sangue periférico (peripheral blood mononuclear cells – 

PBMC) de pacientes assintomáticos ou com infecção subclínica apresentam produção de 

interleucina (IL) 2, IL-12 e interferon gama (IFN-γ), em resposta ao estímulo com antígenos de 

Leishmania. Sendo que a neutralização de IL-12 interrompeu a proliferação e produção de INF-

γ neste grupo (DAYAKAR et al., 2019; KUMAR; NYLÉN, 2012). Da mesma forma, o PBMC 

dos pacientes com forma ativa não são proliferantes e nem capazes de produzir o INF-γ, mesmo 

sob estímulo antigênico. Apenas no sangue total dos pacientes com LV estimulados com 

antígenos foi observado a produção do INF-γ (FALEIRO et al., 2014; KUMAR; NYLÉN, 

2012).  

Após a cura da LV as PBMC dos pacientes apresentam capacidade proliferativa, 

produção de IFN-γ e do fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor – TNF) com estímulo 

de antígeno. Sendo que a co-cultura das PBMC do período de antes do tratamento com a PBMC 

após o tratamento, demostra um efeito supressor da proliferação das células na fase ativa da 

doença (DAYAKAR et al., 2019; FALEIRO et al., 2014; KUMAR; NYLÉN, 2012). 

Por um tempo a resposta contra a LV foi associada com a imunidade mediada por células 

T (linfócitos T-LyT) auxiliadoras do tipo (T helper – Th) 2, com a produção de IL- 4 e IL-13. 

Entretanto, foi demonstrado que também há a produção de citocinas e quimiocinas 

inflamatórias encontradas no sangue dos casos de LV, como IL-1, IL-6, IL-8, IL-15, quimiocina 

C-X-C ligante (CXCL) 10, CXCL9, além das já mencionadas (IL-12, INF-γ e TNF-α). O que 

demostra que a doença não é unicamente mediada pela reposta Th2 (FALEIRO et al., 2014; 
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KUMAR; NYLÉN, 2012; SAMANT et al., 2021). Apesar de que a resposta inflamatória Th1 

possui um efeito protetor na infecção por Leishmania, enquanto a reposta anti-inflamatória Th2 

vai ser permissiva à infecção, mediada pela produção de IL-4, IL-10 e fator de crescimento 

transformante beta (transforming growth factor beta - TGF-β) (DAYAKAR et al., 2019; 

SAMANT et al., 2021). 

Pacientes com LV demonstram elevados níveis de IL-10 no sangue e aumento da 

expressão a nível tecidual (baço, medula óssea e linfonodos). Um dos principais efeitos desse 

aumento é a regulação da atividade de MΦ, permitindo a replicação do parasito nessas células. 

A IL-10 torna os MΦ não respondedores aos sinais de ativação e causa a inibição da produção 

do TNF-α e oxido nítrico (nitric oxide-NO), prejudicando a atividade microbicida deles. 

Estudos com o bloqueio de IL-10 demonstraram a restauração da produção de INF-γ, TNF-α e 

as atividades de MΦ, com redução do parasitismo. De forma similar, a produção aumentada de 

TGF-β que ocorre durante a LV possui efeito modulador na resposta de MΦ e capacidade de 

eliminação do parasito (DAYAKAR et al., 2019; FALEIRO et al., 2014; KUMAR; NYLÉN, 

2012; SAMANT et al., 2021). 

Celulas Th17 tem demonstrado um importante papel protetivo durante a LV, mediado 

pela liberação das citocinas IL-17 e IL-22 que agem no recrutamento de neutrófilo, aumento da 

expressão de mediadores inflamatórios inatos e diminuição da carga parasitária (DAYAKAR 

et al., 2019; FALEIRO et al., 2014; KUMAR; NYLÉN, 2012; SAMANT et al., 2021). 

Entretanto, também já foi observado o aumento circulante de IL-27, bem como, da expressão 

dessa citocina em baço de pacientes com LV, além também do aumento da expressão de IL-21. 

Sendo que a IL-27 possui um efeito modulador da resposta Th17 e é capaz de induzir LyT 

reguladores do tipo 1 (type 1 regulatory T cell – Tr1). A IL-21 em sinergismo induz o aumento 

da produção de IL-10 pela Tr1 (DAYAKAR et al., 2019; FALEIRO et al., 2014; KUMAR; 

NYLÉN, 2012; SAMANT et al., 2021). 

 

1.1.1.1 Células do sistema imune inato 

 

Os neutrófilos são as primeiras células do sistema imune inato recrutadas para o local 

da picada, devido a fatores do hospedeiro, do parasito e do próprio inseto. Estas células vão 

desempenhar sua função imune através da fagocitose da Leishmania, formação de armadilhas 

extracelulares de neutrófilos (neutrophil extracelular traps - NETs) e pela liberação de espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio (reactive oxygen species - ROS e reactive nitrogen species - 
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RNS), seja no sítio inflamatório ou no interior dos fagolisossomos (VOLPEDO et al., 2021). 

Além disso, os neutrófilos possuem papel na regulação da resposta adaptativa, podendo 

favorecer a indução da resposta de LyT através da liberação de IL-12, INF-γ e TNF-α ou 

inibindo-a, pela secreção de substâncias anti-inflamatórias como IL-10, TGF-β e tromboxano 

A2 (VOLPEDO et al., 2021). 

Assim como os neutrófilos, os monócitos são as primeiras células recrutadas após a 

infecção por Leishmania, devido a liberação de citocinas pro-inflamatórias e quimiocionas, 

como o receptor de quimiocina C-C (C-C receptor - CCR) do tipo 2, uma das moléculas 

envolvidas no recrutamento de monócitos inflamatórios (inflammatory monocytes - iMOs). O 

reconhecimento pelos receptores do tipo Toll (Toll-like recptors - TLR) 2 e 4 nos iMos em 

sinergismo com a sinalização mediada pela liberação de IFN-γ por neutrófilos, leva a produção 

de TNF-α e ativação do poder microbicida dos monócitos. A regulação da expressão de ambos 

TLR2 e TLR4 que ocorre em decorrência da infecção por Leishmania, inibem a fagocitose e o 

burst respiratório, além de promover a secreção de IL-10 e perfil anti-inflamatório dos 

monócitos (VOLPEDO et al., 2021). 

Os iMOs podem migrar para órgãos como baço e fígado, local onde podem adquirir o 

fator induzível por hipóxia 1 alfa (hipoxia-inducible factor - HIF-1α), induzindo um fenótipo 

do tipo myeloid-derived supressor cells (MDSC) que são mais permissivas a infecção e 

favorecendo a cronicidade da doença. Enquanto monócitos com perfil anti-inflamatório ajudam 

na formação de granulomas nos dois órgãos, contribuindo para o controle da infecção pela 

liberação de IL-13 e IL-4 (VOLPEDO et al., 2021). 

Os MΦ são os principais hospedeiros celulares da Leishmania e podem estar presentes 

no sítio de infecção devido a diferenciação de monócitos presentes no local ou serem atraídos 

de outros sítios para o local de infecção através de quimiocinas liberadas por neutrófilos 

(VOLPEDO et al., 2021). 

Os iMOs normalmente se diferenciam em MΦ de perfil inflamatório (M1/via clássica). 

Sendo que o reconhecimento do gp63 presente na superfície da Leishmania pelos TLRs causam 

o translocamento do fator nuclear kappa B (nuclear factor kappa B-NF-κB) e 

consequentemente a liberação de IL-12, TNF-α e a produção de espécies reativas (ROS e RNS) 

nos MΦ M1, atuando no controle da Leishmania (VOLPEDO et al., 2021). Por outro lado, os 

monócitos anti-inflamatórios consequentemente tendem a se diferenciar nos MΦ anti-

inflamatórios (M2/via alternativa), que são produtores de IL-10 e IL-4, e causam a redução da 

produção do NO e inibição da ativação mediada por IFN-γ. Além disso, foi demonstrado a 
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capacidade de L. infantum em induzir a diferenciação para o perfil M2 de MΦ, bem como, um 

predomínio deste perfil na infecção por L. donovani (VOLPEDO et al., 2021). 

As DCs são células apresentadoras de antígeno profissionais, que migram para tecidos 

linfoides secundários para realização da apresentação de antígeno aos LyT. Sendo que a 

sinalização por IL-12 mediada por DCs possuem um papel importante na polarização de células 

Th1 produtoras de IFN-γ. Entretanto, a Leishmania é capaz de liberar substâncias capazes de 

modular a produção desta citocina pelas DCs, sendo um achado em estágios crônicos da doença 

a presença dessas células com produção regulada de IL-12 (VOLPEDO et al., 2021). 

 

1.1.1.2 Células T e B 

 

Os LyT CD (cluster of differentiation) 4+ desempenham papel na proteção contra 

Leishmania principalmente pela produção das citocinas inflamatórias efetoras (TNF-α e IL-12), 

além da função dos LyT CD8+ em mediar a resposta contra o parasito pela produção de IFN-γ, 

granzimas e perforinas, induzindo a morte de células infectadas. Apesar de que ambos os 

fenótipos de LyT podem exibir um perfil de exaustão durante a LV, comprometendo a reposta 

imune celular mediada por essas células e facilitando a persistência e progressão da doença 

(KUMAR; NYLÉN, 2012; SAMANT et al., 2021). 

Os LyB estão envolvidos na exacerbação da LV, favorecendo a susceptibilidade à 

infecção. Desde que a depleção de LyB contribui para a resistência contra o parasito. Isto ocorre 

principalmente pela ativação policlonal destas células, caracterizada por uma expansão 

inespecífica de LyB que resulta na produção de citocinas imunomoduladoras e anticorpos (AC) 

inespecíficos, em resposta a exposição de antígenos do parasito. A hipergamaglobulinemia, 

com a produção de AC de baixa especificidade contra o parasito e a produção de IL-10 são 

achados característicos que ocorrem na LV (KUMAR; NYLÉN, 2012; SILVA-BARRIOS; 

CHARPENTIER; STÄGER, 2018).  

A IL-10 produzida por LyB durante a LV é capaz de suprimir a resposta Th1, 

contribuindo para a susceptibilidade. Além disso, os AC podem contribuir para a piora da 

doença pela formação de imunocomplexos (KUMAR; NYLÉN, 2012; SILVA-BARRIOS; 

CHARPENTIER; STÄGER, 2018). 
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1.1.2 Regulação gênica na leishmaniose visceral 

 

Durante a LV ocorre a regulação na diferenciação e produção de citocinas em LyT 

CD4+ através da expressão diferencial de microRNAs (miRNA). O silenciamento do miRNA-

21 induz o aumento de IL-12 em DCs infectadas por L. donovani. Além disso, já foi relatado a 

inibição por miRNA do gene notch 3 na leishmaniose, sendo esse gene responsável pela 

produção de INF-γ, favorecendo a sobrevivência do parasito (SAMANT et al., 2021).  

A regulação negativa de alguns miRNA favorece a diferenciação de LyT naive para o 

perfil Th2 e a produção de IL-4 e IL-13 por essas células. Da mesma forma, a regulação negativa 

de miRNA (miRNA-93-3p e 486a-3p) que regulam STAT 5 e 6 estão associados com a indução 

da diferenciação do perfil Th2. Sendo que estes miRNA também estão regulados negativamente 

em LyT CD4+ durante a infecção, demonstrando uma regulação e indução da resposta anti-

inflamatória de LyT na infecção por Leishmania (SAMANT et al., 2021). 

Nosso grupo avaliou o perfil transcricional do baço de hamsters infectados por L. 

infantum, em que foi observado a expressão diferencial de um gene após um mês de infecção, 

chamado de Ligante de Notch Não Canônico Tipo Delta 1 (Delta Like Non-Canonical Notch 

Ligand 1 - Dlk1 [gene]). Houve uma inversão da expressão de DLK1 (transcrito) com maior 

tempo de infecção, que passou de hiperexpresso (com um mês) para hipoexpresso em estágio 

final da doença (cinco meses) (VILAS et al., 2021). Em outro trabalho, foi demonstrado que 

depleção gênica de Dlk1 leva a diminuição de LyB foliculares (FO) no baço e aumento da 

expressão de imunoglobulina (Ig) G1 e IgG3 (RAGHUNANDAN et al., 2008). Sendo que 

ambas as alterações são compartilhadas pela infecção por Leishmania, em que se observa atrofia 

folicular pela diminuição de LyB FO e hipergamaglobulinemia (SANTANA et al., 2008; 

SILVA et al., 2012; SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; STÄGER, 2018; SILVA-O’HARE 

et al., 2016). 

O transcriptôma esplênico de animais infectados também demonstrou a hiperexpressão 

de genes relacionados com a regulação do tráfego de leucócitos e processo inflamatório, como 

o recrutamento de granulócitos e quimiotaxia de leucócitos na fase inicial da doença. No 

entanto, com mais tempo de infecção ocorreu uma mudança nesta assinatura e modulação da 

quimiotaxia de LyT, pela redução de IL-12b e quimiocina C-C ligante [CCL] 21, bem como, a 

diminuição da expressão de moléculas envolvidas com a organização do baço, como CCL19, 

CCR7, CCR6, CXCL13, LTα e C-X-C receptor (CXCR) 5, em estágio final da doença. Além 

disso, neste estágio de doença foi observado a hiperexpressão de CDKN2A (um regulador do 
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ciclo celular), que foi apontado como o responsável pela alteração da sinalização da organização 

do microambiente esplênico (VILAS et al., 2021). 

 

1.1.1.3 DLK1 

 

O DLK1 (proteína) é uma glicoproteína de transmembrana pertencente ao grupo de 

proteínas chamado de Família do Fator de Crescimento Epidérmico (Epidermal Growth Factor 

[EGF] – like Family), por conter repetições de subunidades EGF em sua porção extracelular. 

Esta molécula serve como um ligante de receptores da via notch de sinalização (FALIX et al., 

2012; TRAUSTADÓTTIR et al., 2019a). Sendo que a via delta-notch composta pelos 

receptores notch 1-4 e seus ligantes, estão envolvidos com processos de diferenciação e 

proliferação celular, desempenhando papel no desenvolvimento de tecidos embrionários e 

especificação celular (cell fate decision) (FALIX et al., 2012; TRAUSTADÓTTIR et al., 2019a; 

VANDERBECK; MAILLARD, 2021). 

A expressão de DLK1 ocorre principalmente durante o período fetal e após o nascimento 

fica restrito basicamente aos tecidos endócrinos/neuroendócrinos. O aumento da expressão de 

DLK1 em tecidos adultos está relacionado com malignidades, diferenciação terminal de células 

e estudos recentes apontam para uma possível participação desta molécula em processos 

regenerativos de órgãos (FALIX et al., 2012; TRAUSTADÓTTIR et al., 2019a). Como relatado 

anteriormente, DLK1 parece estar envolvido também com a diferenciação terminal de LyB no 

baço (RAGHUNANDAN et al., 2008). 

Apesar de ser um receptor presente na superfície de células, o DLK1 possui um sítio de 

clivagem que permite a liberação de uma forma solúvel da proteína. De um modo geral DLK1 

é considerado como um inibidor da proliferação e diferenciação de células. No entanto, esta 

atividade é muito controversa, com artigos demonstrando diferentes ações que pode até mesmo 

ter efeito contrário (induzindo a proliferação ou diferenciação), assim, o efeito de DLK1 vai 

depender do tipo de célula, forma da proteína e tipo de interação molecular (FALIX et al., 2012; 

TRAUSTADÓTTIR et al., 2019a). 

 

1.2 BAÇO 

 

A partir da visceralização da Leishmania, ocorre o desenvolvimento da resposta 

imunológica local nos órgãos afetados pela doença, que é específica em cada órgão. Enquanto 
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o fígado é um local com capacidade de resolução da infecção e de controlar o crescimento 

parasitário, principalmente pela resposta T-mediada e formação de granulomas, a medula óssea 

e baço são locais com estabelecimento e cronicidade da infecção, com carga parasitária 

persistente em praticamente todo período da doença (FALEIRO et al., 2014; RODRIGUES et 

al., 2016). 

 

1.2.1 Estrutura e função 

 

O baço é um importante órgão linfoide secundário responsável pela vigilância 

imunológica de antígenos circulantes na corrente sanguínea, além da função de hemocaterese e 

reciclagem do ferro (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 2005). 

Localizado no abdômen em contato com o estômago, o baço possui uma cápsula fibrosa de 

tecido conjuntivo, que se ramifica em estruturas chamadas de trabéculas e adentram o 

parênquima do órgão (Figura 1, A). Com uma ampla vasculatura, devido uma rede de 

ramificações dos vasos (artéria e veia esplênica) que o perfundem, criando a maior capacidade 

de filtragem do sangue no organismo (MEBIUS; KRAAL, 2005). 

Além disso, ele é composto por duas regiões morfológicas, que vão desempenhar as 

diferentes funções do órgão. A região de polpa branca (PB), formada majoritariamente por 

linfócitos, responsável pela função imunológica, e a região de polpa vermelha (PV), povoada 

principalmente por hemácias e outros leucócitos circulantes, em que ocorre principalmente a 

atividade hematológica do órgão (Figura 1, A) (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; 

MEBIUS; KRAAL, 2005). 

 

1.2.1.1 Polpa vermelha 

 

As ramificações da veia esplênica formam os sinusóides, vasos que recebem o sangue 

proveniente dos cordões, vascularizado pela artéria aferente do baço através de um sistema 

aberto. Os cordões são as áreas entre os sinusoides compostos por fibroblastos, fibras reticulares 

e muitos MΦ, com papel na remoção das hemácias senescentes (Figura 1, A) (LEWIS; 

WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 2005). Além disso, os cordões 

possuem muitas células mieloides da imunidade inata, que podem sofrer alteração na sua 

quantidade e disposição em resposta à processos inflamatórios (LEWIS; WILLIAMS; 

EISENBARTH, 2019). A PV também representa um local para migração e manutenção de 
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plasmoblastos e PC, diferenciados primariamente na PB, permitindo a rápida circulação de AC 

na corrente sanguínea (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 

2005). 

A parede dos sinusóides é formada pelas células endoteliais do vaso, com estrutura 

descontinua e que possuem uma fibra de estresse na membrana basal celular, responsável pela 

regulação do espaçamento entre as células adjacentes. A organização das fibras e disposição 

paralela entre as células endoteliais, forçam a passagem das hemácias entre os espaços criados 

pela fibra de estresse do endotélio, sendo que os eritrócitos mais velhos se tornam mais rígidos 

e com baixa flexibilidade para passar por esses espaços, sendo incapazes de adentrar o sinusóide 

e retornarem à circulação, ficando retido nos cordões (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 

2019; MEBIUS; KRAAL, 2005).  

A retenção de hemácias senescentes no baço, junto com a sinalização mediada pela 

perda do CD47 (sinal “não me coma” [don´t eat me]) ou pela opsonização de AC/sistema 

complemento dessas células, permitem a eritrofagocitose pela população de MΦ da PV. Este 

processo de destruição das hemácias compreende um importante aspecto fisiológico para 

reciclagem e armazenamento do ferro proveniente da hemoglobina (LEWIS; WILLIAMS; 

EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 2005). 

 

1.2.1.2 Polpa branca 

 

A segunda região do baço possui organização de tecido linfoide similar ao observado 

em linfonodos, com a compartimentalização de LyT e B. A PB é composta por folículos 

linfoides (FL) repletos de LyB FO (Figura 1, C), local onde ocorre a expansão clonal dessas 

células ativadas e maturação da produção de AC por elas (Figura 1). Além de uma outra sub-

região, uma área de LyT chamada de bainha linfoide periarteriolar (periarteriolar lymphoide 

sheath – PALS), por estar envolta de uma arteríola central (ArtC). Sendo este último, um local 

de apresentação antigênica para iniciação da resposta de LyT (Figura 1) (LEWIS; WILLIAMS; 

EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 2005; ORACKI et al., 2010). 

Após ativação dos LyB FO eles podem dar origem a estrutura chamada de centro 

germinativo (CG) nos FL, onde essas células recebem estímulos principalmente dos LyT CD4+ 

folicular (T helper folicular – Tfh) e DCs foliculares (folicular dentritic cells – FDCs), que 

auxiliam a diferenciação e refinamento da reposta mediada por AC (Figura 1, A e B) (NUTT et 

al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005; ZHANG; GARCIA-



27 

 

 

 

IBANEZ; TOELLNER, 2016). A presença do CG é observada em lâmina histológica corada 

por Hematoxilina e Eosina (H&E) e se caracterizam pelo centro do FL mais claro, formado por 

LyB FO maiores (Figura 1, B). No FL também há uma região chamada de manto (M), formando 

uma espécie de anel contornando a região do CG, constituído de LyB menores (Figura 1, A e 

B) (BROZMAN, 1985; CESTA, 2006). 

Diferente dos linfonodos, a PB do baço não possui uma cápsula separando as regiões de 

linfócitos do parênquima do órgão (PV). Há apenas uma zona intermediária composta por 

células que separam as duas regiões contornando toda a PB, chamada de zona marginal (ZM) 

(Figura 1), bem definida nos modelos de roedores (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 

2019; MEBIUS; KRAAL, 2005; ORACKI et al., 2010).  

 

PB – Polpa branca; PV – Polpa vermelha; ArtC – Arteríola central; PALS – bainha linfoide periarteriolar; CG – 

Centro germinativo; M – Manto; FL – Folículo linfoide; ZM – Zona marginal. 

 
Figura 1 - Estrutura do baço de hamsters. (A) – Ilustração esquemática histológica do baço. (B) – Micrografia 

do baço de hamster por coloração em H&E, com a identificação das regiões de PB e PV (aumento 20x). (C) – 

Marcação de IHQ para LyB (CD20) em baço de hamster, com a identificação das regiões de PB e PV (barra de 

escala 100μm).  

Imagem: Autoria própria 
Fonte: (HERMIDA et al., 2018; LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 2005) 
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Na ZM da PB ocorre o trânsito/recirculação de células e antígenos do sangue, um 

importante processo para a vigilância imunológica exercida pelos órgãos linfoides secundários. 

Este aspecto da ZM se deve a presença e perfusão pela ArtC. Ela possui também duas 

subpopulações de MΦ, chamados de MΦ de zona marginal (MZM) e MΦ metalofílicos de zona 

marginal (MMM), além de uma subpopulação de LyB do tipo inata, os LyB de zona marginal 

(LyB ZM), sendo que esse conjunto de células desempenham função na apresentação antigênica 

aos LyB FO e LyT da PB (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 

2005; ORACKI et al., 2010).  

A organização da PB é mantida por uma rede de sinalização de quimioatratores, 

responsáveis pela localização correta de LyT e B em suas respectivas áreas, sendo esta 

organização um aspecto importante para a resposta imunológica do órgão (LEWIS; 

WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 2005; ORACKI et al., 2010).  

A PALS é mantida pela liberação de CCL19 e CCL21 que se ligam ao receptor CCR7 

nos LyT. Estas quimiocinas são produzidas pelas células estromais da PALS e em menor 

quantidade pelas DCs. Enquanto a manutenção e migração de LyB para a formação do FL é 

exercida pela CXCL13, produzida pelas FDCs que é reconhecido pelo LyB através do receptor 

CXCR5 (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 2005; ORACKI et 

al., 2010). A expressão destas citocinas e organização da PB são controladas pela linfotoxina-

α1β2 (lymphotoxin-α1β2 – LT-α1β2) e seus receptores (LT-βR e TNFR1). Sendo que a expressão 

de LT-α1β2 pelo LyB e consequentemente o reconhecimento através dos receptores nas células 

estromais, induzem o translocamento de NF-κB e a secreção destas quimiconinas (MEBIUS; 

KRAAL, 2005).  

A expressão de receptores para esfingosina 1-fosfato (SIP1 e SIP3 [Sphingosine-1-

phosphate – SIP]) nos LyB ZM vão ter função na retenção dessas células nessa região. Sendo 

que a sinalização mediada por estes receptores impende a reposta de LyB à CXCL13. No 

momento de estímulo antigênico, em que ocorre consequentemente regulação negativa da 

expressão de ambos SIP1 e SIP3, há a restauração da capacidade de LyB ZM em responder ao 

estímulo de CXCL13, permitindo o encontro dessas células com os LyB FO (CERUTTI; COLS; 

PUGA, 2013; MEBIUS; KRAAL, 2005; PILLAI; CARIAPPA, 2009). 
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1.2.2 Baço na leishmaniose visceral 

 

Durante algumas infecções por microrganismos ocorrem alterações na organização do 

baço. Dentre estes microrganismos capazes de induzir a desorganização esplênica estão as 

espécies de Leishmania com capacidade de visceralização (L. donovani e L. infantum) 

(HERMIDA et al., 2018).  

As alterações nos compartimentos esplênicos ocorrem de maneira sequencial, como 

demonstrado na infecção por Leishmania experimental de hamster. Inicialmente os FL sofrem 

uma hiperplasia reativa, que progride para uma atrofia e rompimento da estrutura folicular, 

podendo ainda ser acompanhada de um acúmulo de material hialino. Além disso, as regiões do 

M e ZM responsáveis pelos delineamentos das regiões de PB também se desfazem duramente 

a LV grave, tornando difícil a identificação dos compartimentos da PB, bem como, a distinção 

e separação entre as regiões de PB e PV (HERMIDA et al., 2018).  

Uma proposta de classificação do baço segundo a organização estrutural histológica foi 

proposta por Santana e colaboradores (2008) e revista por Hermida e colaboradores (2018). 

Segundo está proposta, aqueles com as sub-regiões bem definidas foram considerados como 

organizados (ou tipo 1), enquanto os baços com baixa capacidade de se identificar e 

individualizar as regiões, além da ausência de folículos secundários (com presença de CG), 

foram considerados como moderadamente/extensivamente desorganizado (ou tipo 3). Baços 

que não são capazes de se enquadrar em nenhuma destas categorias e que apresentem algum 

grau de alteração hiper ou hipoplásica foram considerados como levemente desorganizado (tipo 

2). 

A esplenomegalia é uma das principais características da LV. Sendo que este aumento 

do baço está associado a uma exacerbação de algumas funções do órgão, dando origem ao 

hiperesplenismo, uma síndrome caracterizada por anemia e acompanhada de uma baixa 

contagem de plaquetas e leucócitos (DOS-SANTOS et al., 2014). 

Cães naturalmente infectados e com a forma grave de LV apresentam a desorganização 

do baço, com uma baixa proporção PB/PV. As regiões de LyB foram as principais áreas 

afetadas com a desorganização, com um tamanho quase 4 vezes menor para o FL e 

aproximadamente 2 vezes menor para a região de ZM nos animais infectados, comparado com 

animais sem infecção (SILVA et al., 2012). Esta desorganização do baço está associada à 

importantes alterações na celularidade, com a diminuição de LyB (CD79α+) no FL em 

decorrência da diminuição de CXCL13, observada nos cães com a doença. A diminuição de 
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CXCL13, por sua vez, ocorre devido a diminuição de FDCs, uma importante fonte dessa 

quimiocina que também já foi relatada na infecção por Leishmania (SILVA et al., 2012). 

Os LyT do baço também são afetadas durante a infecção natural por Leishmania. Houve 

a diminuição de células CD3+ no FL e de células CD4+ no baço de cães com LV e 

desorganização. Sendo que nestes animais também foi observado aumento do apoptose de LyT 

(DA SILVA et al., 2018; LIMA et al., 2012). Além disso, em hamsters experimentalmente 

infectados também ocorreu a diminuição de LyT na PALS, induzida por uma diminuição na 

quimiotaxia dessas células no baço (VILAS et al., 2021). 

Durante a LV associado com a desorganização, ocorre um repovoamento de células na 

PV e a presença de agregados de PC se torna mais frequente nessa região. A maioria destas 

células são produtoras de IgG e são possivelmente responsáveis pela disproteinemia, 

caracterizada por uma hipergamaglobulinemia que ocorre em cães com LV. A plasmocitose na 

PV ocorre possivelmente pelo aumento de citocinas como o fator de ativação de célula B (B-

cell activating factor – BAFF), o ligante indutor de proliferação (proliferation-inducing ligand 

– APRIL) e CXCL12 no baço, levando a retenção e prolongamento da sobrevivência dos PC 

no órgão (SANTANA et al., 2008; SILVA et al., 2012; SILVA-O’HARE et al., 2016). 

A desorganização e alterações no baço estão associadas com uma maior gravidade da 

LV. Cães com baço tipo 3 têm mais sinais clínicos da doença e mais alterações nos exames 

laboratoriais do que os animais com infecção ativa e baço organizado. Da mesma forma, 

pacientes que vieram a óbito pela doença, apresentam tais alterações como desorganização da 

PB e plasmocitose na PV. Além disso, pacientes que foram a óbito com LV apresentavam com 

mais frequência a desorganização do baço do que pacientes que foram a óbito por outras 

doenças crônicas (HERMIDA et al., 2018).  

 

1.3 DIFERENCIAÇÃO DE PLASMÓCITOS NO BAÇO 

 

Após a diferenciação de células tronco hematopoiéticas e o desenvolvimento inicial de 

LyB na medula óssea, essas células imaturas (estágio transicional – T1/T2) podem migrar para 

o baço para diferenciação terminal, dando origem as subpopulações de LyB maduras que 

compõem a PB. Sendo que os dois principais fenótipos são os LyB FO (CD23+) e LyB ZM 

(CD21+), que compõem respectivamente as regiões do FL e ZM (PILLAI; CARIAPPA, 2009; 

SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005). 
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O comprometimento celular e diferenciação para um determinado fenótipo vai depender 

principalmente do estímulo do receptor de LyB (B cell recptor -BCR), a participação de um 

receptor da família notch (NOTCH2) e da sinalização mediada pelo fator de transcrição NF-

κB. Um baixo estímulo ao BCR favorece a sinalização mediada pelo receptor NOTCH2, 

induzida pelo reconhecimento do seu ligante (Ligante de Notch Canônico Tipo Delta-DLL1) 

expresso pelas células endoteliais de vasos da PV, que em sinergismo com o reconhecimento 

de BAFF, induz a sinalização mediada pelo NF-κB e favorece a diferenciação de célula B T2 

para o fenótipo de LyB ZM, em detrimento da diferenciação dos LyB FO (Figura 2). Enquanto 

um forte reconhecimento e estímulo do BCR leva o bloqueio da via NOTCH2 de sinalização e 

induz a sinalização mediada por NF-κB, favorecendo a diferenciação para LyB FO (Figura 2) 

(PILLAI; CARIAPPA, 2009). 

CB – Célula B; T1/T2 CB – Célula B transicional; BCR – Receptor de célula B; DLL1 – Ligante de Notch 

Canônico Tipo Delta; B-ZM – Célula B de zona marginal; B-FO – Célula B folicular. 

 

Figura 2 - Diferenciação terminal de células B no baço. Um forte estímulo ao receptor BCR inibe a via 

NOTCH2 de sinalização e favorece a diferenciação mediada por NF-κB para o fenótipo de LyB FO. Enquanto um 

baixo estímulo do receptor BCR é permissivo a sinalização por NOTCH2, induzida pelo reconhecimento de seu 

ligante DLL1, que em sinergismo com a sinalização de BAFF mediada pela expressão do NF-κB, induzem a 

diferenciação para LyB ZM. 

Imagem: Elaboração do autor 

Fonte: (PILLAI; CARIAPPA, 2009; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005) 

 

 

Além de ocupar regiões distintas da PB, as duas subpopulações de LyB do baço 

desempenham diferentes funções na imunidade mediada por AC. Os LyB ZM são células não 

circulantes, sendo as primeiras células que respondem rapidamente aos antígenos de maneira 
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T-independente (TI), sem a necessidades de co-estímulo provindo dos LyT. Enquanto os LyB 

FO vão desempenhar principalmente a reposta do tipo T-dependente (TD) para a produção de 

AC mais específicos. Ambos os dois fenótipos de LyB podem desenvolver os dois tipos de 

resposta, no entanto, há uma tendência do LyB ZM em desenvolver uma resposta TI e os LyB 

FO uma resposta TD (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; NUTT et al., 2015; 

ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005). 

A maior responsividade dos LyB ZM aos antígenos e rápida diferenciação em PC, 

independente do estímulo de LyT, ocorre em parte devido a expressão diferencial de fatores de 

transcrição relacionados com a diferenciação de PC (como BLMP1) nos LyB ZM. Além disso, 

os LyB ZM expressam um conjunto de receptores como CD21 (receptor de complemento 2), 

CD1d (uma molécula apresentadora similar ao complexo de histocompatibilidade [MHC] do 

tipo I), CD38 (ADP-Ribosil Ciclase 1), que estão associadas com a captura de antígenos, além 

da expressão de moléculas co-estimuladoras de LyT (CD80 e CD86) (ORACKI et al., 2010; 

SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005).  

O reconhecimento e ativação dos LyB ZM induz a migração deles através da PALS em 

direção a PV, onde passam por processos de proliferação e diferenciação celular, dando origem 

a agregados de plasmoblastos (foco extrafolicular) produtores de AC, que terminam se 

diferenciado em PC de vida curta. Apesar de ser uma reposta rápida, importante no combate 

inicial à patógenos, este tipo de resposta não passa pela mutação somática induzida pelos LyT, 

o que faz os AC produzidos por essas células serem de baixa afinidade aos antígenos. Como 

sugere o nome, estes PC de vida curta entram em apoptose após 8 dias de imunização (Figura 

3, A-C) (ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005). 

Os LyB FO ativados por antígenos migram para a borda do FL, na interface entre as 

duas regiões de LyB e LyT (PALS), mediado pelo aumento da expressão de CCR7 nessas 

células. Neste local os LyB FO recebem estímulos de Thf ativadas (para o mesmo antígeno do 

LyB), que passam a expressar CXCR5, e por isso, migram também para a interface entre PALS 

e FL, permitindo o encontro entre essas células e a co-estimulação por elas para a diferenciação 

e proliferação dos LyB (Figura 3, 1) (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; ORACKI 

et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005; ZHANG; GARCIA-IBANEZ; 

TOELLNER, 2016). Um dos estímulos fornecido pelo LyT neste contato é a liberação de IL-

21, que exerce papel na formação do foco extrafolicular e no suporte para diferenciação em PC 

(Figura 3, 1) (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; ORACKI et al., 2010; ZHANG; 

GARCIA-IBANEZ; TOELLNER, 2016). 
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Após a interação com os LyT, os LyB FO podem seguir duas vias distintas de 

diferenciação em PC: uma via similar a descrita acima (para LyB ZM), com a formação de um 

foco extrafolicular e produção de AC de baixa afinidade; ou uma segunda via, com o retorno 

desta célula para o interior do FL, dando origem ao CG e a geração de PC de vida longa (Figura 

3). (ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005; ZHANG; GARCIA-

IBANEZ; TOELLNER, 2016). 

A movimentação de LyB FO e internalização no FL para formação do GC ocorre devido 

a perda da sinalização pelo CCR7, além do movimento guiado através do CXCR5 e o gene 2 

induzido pelo vírus Epstein-Barr (EBI2) (Figura 3, 2) (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 

2019; ORACKI et al., 2010; ZHANG; GARCIA-IBANEZ; TOELLNER, 2016). A formação 

madura do CG é caracterizada pelas duas áreas que o compõe, a zona escura (ZE) e a região da 

zona clara (ZC). Na ZE ocorre a proliferação de LyB e a mutação somática nessas células, 

induzido pela célula Thf na PALS, sendo que esse processo é responsável pela mudança da 

classe do AC e aumento da afinidade deles. Com a diminuição da capacidade proliferativa dos 

LyB na ZE elas migram para a ZC, onde ocorre um processo de seleção mediado pelas FDCs 

(Figura 3) (ORACKI et al., 2010; ZHANG; GARCIA-IBANEZ; TOELLNER, 2016) 

As FDCs realizam apresentação de antígenos por imunocomplexos para os LyB, sendo 

que os diferentes clones de LyB gerados na mutação somática competem entre si pela ligação 

a esses antígenos, com base na afinidade deste reconhecimento, e a célula que passou por uma 

mutação resultante na forma com maior afinidade recebe estímulos para sobrevivência, 

proliferação e diferenciação. Este estímulo para sobrevivência e proliferação do clone 

selecionado é fornecido pelas células Thf presentes na ZC. Além disso, a partir da interação 

entre as células Thf e LyB elas podem retornar a ZE, passando por mais rodadas de 

hipermutação somática ou receber estímulo para diferenciação em PC de vida longa/LyB de 

memória (Figura 3, 2) (ORACKI et al., 2010; ZHANG; GARCIA-IBANEZ; TOELLNER, 

2016).  

O processo de recirculação de LyB entre o ZE e ZC é mediado pela expressão de 

CXCL13 (migração para ZC), CLXCL12 (migração para ZE), além de seus receptores CXCR5 

e CXCR4, respectivamente. A recirculação de LyB no CG pode se repetir algumas vezes, 

levando ao acúmulo de mutações que favorecem uma melhor interação e reconhecimento 

antigênico por essas células (Figura 3, 2) (ORACKI et al., 2010; ZHANG; GARCIA-IBANEZ; 

TOELLNER, 2016). 
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Após a reação do GC, o LyB recebe estímulo para diferenciação em PC de vida longa 

ou dar origem o LyB de memória. Como esta célula passou pelas etapas de mutação somática 

e seleção por antígeno, os AC produzidos por elas são de alta afinidade aos antígenos (ORACKI 

et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005; ZHANG; GARCIA-IBANEZ; 

TOELLNER, 2016). A IL-21 além de induzir o foco extrafolicular de LyB, desempenha papel 

também na diferenciação dos LyB no CG, sendo importante para o desenvolvimento da reposta 

IgG-específica (Figura 3, 3) (ORACKI et al., 2010; ZHANG; GARCIA-IBANEZ; 

TOELLNER, 2016). 

Os PC resultantes da diferenciação pós-CG serão de vida longa, quando encontram os 

fatores necessários para manutenção da sobrevivência. A migração dos PC para fora do FL é 

mediada pela sinalização de CXCR4 e seu ligante CXCL12, além da diminuição da expressão 

de CXCR5, responsável pela manutenção de LyB no FL. Estas células continuam o processo 

migratório em direção a medula óssea, também pela sinalização de CXCL12-CXCR4 ou, 

embora em menor frequência, podem permanecer no baço. Nestes locais os PC encontram 

nichos de sobrevivência, com a expressão de citocinas e fatores como IL-6, BAFF e APRIL, 

produzidos por células estromais e eosinófilos que garantem a sobrevivência e manutenção dos 

PC (Figura 3, 4) (NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 

2005). 
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1 
Figura 3 - Diferenciação de plasmócitos no baço. (A-C) Diferenciação de LyB ZM. A – Após estímulo e ativação do LyB ZM, essas células migram para PV através da 

PALS, dando origem ao foco extrafolicular. B – As células do foco extrafolicular se diferenciam em PC de vida curta, produtores de AC de baixa afinidade. C – Apoptose de PC 

de vida curta. (1-3) Diferenciação de LyB FO. (1) - Após estímulo e ativação dos LyB FO, essas células migram para a borda do FL, local de encontro com as Thf da PALS. A 

interação entre essas células pode resultar na formação de PC de vida curta (2.1 e 3.1) (Similar ao descrito em A-C) ou na geração de PC de vida longa (2-4). (2) – Re-entrada de 

LyB FO, dando origem ao CG, onde ocorre a mutação somática e seleção antigênica, por estímulos das células FDC e Thf. (3) – Os LyB FO que passam pelo CG podem dar 

origem a PC de vida longa ou LyB de memória. (4) A manutenção dos PC de vida longa depende da secreção de citocinas. 

LyB – Célula B; LyT – Célula T; Thf – LyT folicular; LyB ZM – LyB de zona marginal; LyB FO – LyB folicular; FDC – Célula dendrítica folicular; PC – Plasmócito; TI – 

reposta T-independente; TD – resposta T-dependente; PB – Polpa branca; PV – Polpa vermelha; ArtC – Arteríola central; PALS – bainha linfoide periarteriolar; CG – Centro 

germinativo; M – Manto; ZC – Zona clara; ZE: Zona escura; FL – Folículo linfoide; ZM – Zona marginal. 

Imagem: Elaboração do autor 

Fonte: (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005; ZHANG; GARCIA-IBANEZ; 

TOELLNER, 2016) 
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1.3.1 Regulação gênica da diferenciação de plasmócitos 

 

O processo de diferenciação de PC é amplamente regulado por fatores de transcrição, 

específicos para cada estágio do desenvolvimento de LyB, que controlam a expressão de genes 

responsáveis pela manutenção da identidade de LyB ou em induzir a mudança desta identidade 

para o perfil de células secretoras de AC (Antibody-secreting cells – ASC) (NUTT et al., 2015; 

ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005).  

A manutenção da função de LyB até a diferenciação em PC é mantida principalmente 

pela expressão de paired box protein 5 (PAX5). Este fator tem função no comprometimento 

celular (especificação celular) com a linhagem de LyB, durante o desenvolvimento na medula 

óssea, além de regular a expressão de receptores relacionados com a atividade dessas células, 

como CD79A, CD19, CD21, bem como, de outros fatores (IRF4, IRF8, BACH2, IKZF3 e 

SPIB) associados também com a manutenção do estágio de LyB. Além disso, PAX5 também 

possui uma participação importante na mutação somática que ocorre no CG. Sendo que a 

repressão dele é necessária para permitir a diferenciação em PC. Outros fatores como 

microphthalmia-associated transcription factor (MITF), além do complexo formado por PU.1 

(ou spi-1 proto-oncogene [SPI1]) e interferon-regulatory factor (IRF) 8 (PU.1-IRF8), 

contribuem para o estado de repouso de LyB e supressão da diferenciação de PC (Figura 4, A) 

(NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005). 

Um fator de transcrição considerado como intermediário entre a manutenção de LyB e 

diferenciação em PC com atividade em ambos os estágios, é chamado de IRF4. O IRF4 é o 

iniciador do processo molecular da diferenciação de PC, que passa a ser expresso em baixo 

nível após estimulação antigênica de LyB, causando a ativação e proliferação inicial delas 

(Figura 4, B). Além disso, IRF4 participa da reposta de CG no processo de mudança da classe 

de AC. Sendo que a atividade exercida por ele é dose-dependente e baixos níveis contribuem 

para o estágio de LyB, enquanto altos níveis promovem a diferenciação de PC (NUTT et al., 

2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005). 

O desenvolvimento da resposta do CG envolve a expressão de BACH2, B-cell 

lymphoma-6 (BL-6) e metastasis-associated 1 family, member (MTA3). BACH2 é expresso em 

LyB do CG, com capacidade de inibir a expressão de B-lymphocyte-induced maturation protein 

1 (BLIMP1), sendo que a regulação da expressão de BACH2 é um dos eventos chaves na 

diferenciação mediada pela expressão de BLIMP1. BCL-6 é outro repressor de BLIMP1, 

responsável pela formação do CG e proliferação de LyB. A regulação da expressão de BLIMP1 



37 

 

 

 

impede a diferenciação precoce de PC dentro do CG, garantindo o acúmulo de mutações e 

processos de seleções dos clones de LyB. MTA3 interage com BCL-6 na atividade reguladora 

de BLIMP1 e prevenção da diferenciação de PC (Figura 4, C) (NUTT et al., 2015; ORACKI et 

al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005). 

A atividade de IRF4 relacionada com a diferenciação de PC ocorre devido a indução da 

expressão de BLIMP1, sendo este, um fator necessário para diferenciação terminal de PC e 

secreção de AC. BLIMP1 cessa a capacidade proliferativa de PC e inibe a expressão dos fatores 

relacionado com a manutenção de LyB e do desenvolvimento da resposta de CG, incluindo as 

atividades de mutação somática e interação entre LyT e LyB. Esta regulação impede o retorno 

do PC para o estágio inicial de LyB após diferenciação. O x-box-binding protein 1 (XBP1) é 

outro fator de transcrição expresso pelos PC, que exerce um papel importante na atividade 

secretória de AC nessas células (Figura 4, D e E) (NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010; 

SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005). 

Os PC formados expressam altos níveis de IRF4 e XBP1. Além disso, a expressão de 

BLIMP1 é maior nos PC em fase terminal de diferenciação. Os PC com expressão intermediária 

de BLIMP1 possuem características de células imaturas, presentes principalmente no baço e 

com menor frequência na medula óssea. Enquanto as células com alta expressão de BLIMP1 

ocupam lugar na medula óssea e apresentam características de células maduras (Figura 4, D e 

E) (NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005). Além 

disso, a secreção de APRIL para manutenção da sobrevivência de PC induz a expressão de 

myeloid cell leukaemia (MCL1), uma proteína com atividade anti-apoptótica (Figura 4, F) 

(NUTT et al., 2015). 
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LyB ZM – LyB de zona marginal; LyB FO – LyB folicular; AC – Anticorpo CG – Centro germinativo. 

 

Figura 4 - Regulação gênica da diferenciação de plasmócitos. (A) – A manutenção do estágio de LyB é mantida 

pela expressão de PAX5, do complexo PU.1-IRF8 e MITF. (B) – Após estímulo antigênico, os LyB ativados passam 

a expressar baixos níveis de IRF4, que contribui para a ativação e proliferação dessas células, além de ser um indutor 

da diferenciação em PC. (C) – A formação da reposta do CG é mediada pela expressão de BACH2, BCL-6, MTA3 e 

PAX5 (D) – Os PC imaturos expressão altos níveis de IRF4 e XBP1, além da expressão intermediária de BLIMP1. 

(E) – Os PC de fase terminal de diferenciação expressão altos níveis de BMILP1, IRF4 e XBP1. (F) – A sinalização 

por APRIL induz a expressão de MCL1, uma proteína anti-apoptótica. (+) Nível de expressão: + baixa expressão; ++ 

expressão intermediária; +++ alta expressão. 

Imagem: Autoria própria. 

Fonte: (NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005) 

 

1.3.2 Plasmócitos na leishmaniose visceral 

 

A hiperglobulinemia é um dos principais marcadores da LV. Apesar dos altos títulos 

séricos de AC, a maioria dessas imunoglobulinas são de baixa afinidade aos antígenos de 

Leishmania, além de serem produzidos AC autorreativos durante a infecção, favorecendo a 

formação de imunocomplexos (SAMANT et al., 2021; SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; 

STÄGER, 2018). Sendo assim, os AC produzidos durante a LV não são protetivos contra a 

infecção e estão associados com a gravidade da doença (SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; 

STÄGER, 2018). 

A hiperglobulinemia pode ser explicada pela intensa plasmocitose na PV que ocorre 

durante a LV (FONTES et al., 2021; OMACHI et al., 2017; SILVA-O’HARE et al., 2016). 

Sendo que a expressão de BAFF pode ser um dos fatores responsáveis pelo acúmulo de PC no 
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órgão, como demonstrado no baço de cães infectados e pelos elevados níveis dessa citocina no 

soro de pacientes com LV (GOTO et al., 2014; SILVA-O’HARE et al., 2016). Além disso, na 

infecção experimental por L. donovani, a esplenomegalia que ocorre na LV foi associada com 

o aumento de PC, e ambos, a plasmocitose e hipergamaglobulinemia foi evitada pela depleção 

gênica de BAFF (OMACHI et al., 2017). 

Um estudo de coorte com acompanhamento de pacientes de área endêmica para infecção 

por L. donovani, demonstrou que a soroconversão com alto títulos de AC estão associados com 

a progressão da doença e consequentemente o desenvolvimento de sintomas (HASKER et al., 

2014). Além disso, na infecção experimental por L. infantum em modelo murino, foi 

evidenciado a contribuição de AC na exacerbação da doença, caracterizada pelo aumento da 

carga parasitária em órgãos alvos, após transferência passiva de AC (IgG ou IgM) específicos 

ou não para antígenos do parasito em animal com resistência preliminar (antes da transferência) 

(DEAK et al., 2010). De forma similar, em cães naturalmente infectados apesar de um alto 

número de PC na PV do baço, poucos parecem ser específicos para antígenos de Leishmania, 

sendo que os animais que apresentavam a presença de muitos PC específicos para antígenos de 

L. infantum estavam associados com uma maior gravidade da doença (FONTES et al., 2021). 

 

1.3.3 Plasmócitos nas doenças crônicas e infecciosas 

 

Em doenças autoimunes é comum a presença de PC autorreativos, como o caso do 

Lúpus eritematoso sistêmico (systemic lúpus erythematosus – SLE), sendo que a hiper-

respossividade de LyB tem sido considerado como um dos fatores para o desenvolvimento do 

SLE. Os PC são frequentemente encontrados em focos inflamatórios periféricos, nos quais 

essas células contribuem para a patogênese da doença através da formação e depósito de 

imunocomplexos em órgãos como pulmão e rins, causando a ativação do sistema complemento 

e destruição tecidual. Além disso, um aumento de PC no baço e medula óssea são encontrados 

em modelos para o SLE, com a presença de células de vida curta e vida longa (ORACKI et al., 

2010).  

Na esclerose múltipla, uma outra doença autoimune, foi observado a presença e 

persistência de PC no tecido nervoso de estado crônico de inflamação, em decorrência da 

formação de nichos para sobrevivência dessas células. Estes PC migram através de CXCL12 e 

expressão de uma molécula de adesão (VCAM-1), e a persistência se deve a liberação de BAFF 
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e APRIL no tecido inflamado. A conservação de PC pode estar associada com a manutenção 

do estado inflamatório neste local (POLLOK et al., 2017). 

A ativação policlonal de LyB e hipergamaglobulinemia não são aspectos exclusivos da 

infecção por Leishmania. Em outras infecções parasitárias (como na infeção por Trypanosoma 

spp., e P. falciparum) também ocorrem a expansão clonal inespecífica de LyB com a produção 

de AC inespecíficos, que causam prejuízo na reposta mediada por AC (NOTHELFER; 

SANSONETTI; PHALIPON, 2015; SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; STÄGER, 2018). 

A expressão de BAFF contribui para o desenvolvimento de AC inespecíficos na infecção por 

Trypansoma (SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; STÄGER, 2018). 

Nas infecções virais (HCV e HIV) e bacterianas o fenômeno da diluição de AC 

específicos para esses patógenos, pela excessiva produção de AC inespecíficos da resposta 

policlonal, caracteriza-se como uma modulação e forma de evasão do sistema imune 

(NOTHELFER; SANSONETTI; PHALIPON, 2015). 

 

1.4 MODELO EXPERIMENTAL DA LEISHMANIOSE VISCERAL 

 

Hamsters da linhagem Golden Sirius são considerados como um modelo apropriado 

para estudos acerca da LV, devido à similaridade com a doença humana. Esta similaridade 

inclui aspetos imunopatológicos compartilhados, como o desenvolvimento de esplenomegalia, 

caquexia e hipergamaglobulinemia (KUMAR; NYLÉN, 2012; RODRIGUES et al., 2016; 

SAMANT et al., 2021; VILAS et al., 2021). Além disso, a desorganização do tecido linfoide 

do baço em estágio crônico da doença já foi relatada neste modelo de infecção (VERESS; 

ABDALLA; EL HASSAN, 1983; VILAS et al., 2021). 

A produção mista de citocinas tanto da resposta Th1 (IFN-γ, TNF-α e IL-12) quanto 

Th2 (IL-4, IL-10 e TGF-β) também já foi observado na infecção experimental de hamster. 

Apesar de que a produção de IL-4 foi próxima do nível de animais não infectados. Enquanto 

IL-10 aumenta no baço dos animais após 4 semanas de infecção, indicando uma contribuição 

dessa citocina na progressão da doença (KUMAR; NYLÉN, 2012; SAMANT et al., 2021). 

Além disso, na resposta humoral de hamsters ocorre a ativação policlonal de LyB e a produção 

de AC inespecíficos, que podem estar associados com o aumento de lesões e gravidade da 

doença (SAMANT et al., 2021). 

Apesar da alta similaridade de aspetos imunopatológicos entre seres humanos e 

hamsters, há uma grande limitação na disponibilidade de AC e regentes comerciais para essa 
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espécie, limitando a utilização deles para o desenvolvimento de pesquisas (KUMAR; NYLÉN, 

2012; SAMANT et al., 2021). 
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2 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

 

2.1 JUSTIFICATIVA 

 

A retenção e sobrevivência de PC na PV do baço é uma alteração importante encontrada 

em casos graves de LV (SANTANA et al., 2008; SILVA et al., 2012). Isto ocorre devido a 

diferenciação inespecífica de LyB durante a infecção, na qual ocorre também a indução da 

produção de IL-10 por essas células, com capacidade de modulação da resposta imune efetora 

do hospedeiro, favorecendo a sobrevivência do parasito. Além disso, a ativação policlonal é 

responsável pela produção de muitos PC produtores de anticorpos inespecíficos para antígenos 

de Leishmania, com a produção exacerbada de AC, e contribuindo para o agravamento da 

doença (SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; STÄGER, 2018). O acúmulo de PC também é 

descrito em outras condições crônicas e infecciosas, entretanto, pouco se sabe dos mecanismos 

relacionados com a geração destas células. 

Apesar desta alteração ter sido descrita durante a infecção natural da LV. Este aspecto 

ainda não foi investigado na infecção experimental de hamsters, um modelo susceptível e com 

aspectos imuno-patológicos da doença semelhante ao observado em humanos. Portanto, a 

investigação das vias de sinalização envolvidas na diferenciação anômala de LyB, que podem 

estar associadas com acúmulo de plasmócitos na PV do baço na LV experimental, é uma via a 

ser explorada. Sendo que a análise sequencial dois eventos moleculares que precedem e estão 

associados com a desorganização e plasmocitose, contribui para a identificação de potenciais 

biomarcadores preditores da gravidade na doença. 

 

2.2 HIPÓTESE 

 

A expressão de DLK1 correlaciona-se com a diferenciação anômala de LyB e acúmulo 

de PC na polpa vermelha em baço de hamsters, no decorrer da desorganização esplênica. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Identificar os potenciais mecanismos associados com alterações na diferenciação de 

LyB e plasmocitose do baço, durante o curso da leishmaniose visceral. 

 

3.4 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1) Identificar as vias do desenvolvimento de LyB e PC associados com DLK1 em baços de 

hamsters infectados por L. infantum; 

2) Definir a proporção de LyB e PC em baços de hamsters infectados por L. infantum;  

3) Correlacionar as alterações na distribuição de LyB no baço com a disproteinemia sérica 

em hamsters infectados experimentalmente com L. infantum; 

4) Identificar os PC produtores de AC específicos para as formas promastigotas e 

amastigotas em baços de hamsters infectados por L. infantum. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL DE ESTUDO 

 

Para o desenvolvimento do presente trabalho foram utilizadas amostras de baço, soro e 

dado transcriptômico de arquivo obtidos no âmbito do projeto: “Cinética da desestruturação do 

tecido linfoide esplênico na leishmaniose visceral: um estudo experimental em camundongo e 

hamsters”. O trabalho fez parte, por sua vez, do projeto intitulado: “Desenvolvimento de testes 

baseados na resposta imune celular para a identificação de cães infectados com Leishmania e 

para a definição de resistência, susceptibilidade de gravidade na leishmaniose visceral”, 

aprovado pelo comitê de ética para o uso de animais em pesquisa (CPqGM-FIOCRUZ, CEUA, 

licenças N.004/2013 e N.017/2015). 

Nos tópicos a seguir estão descritas brevemente algumas das etapas metodológicas 

utilizadas na obtenção do material experimental. Maiores detalhes sobre a obtenção e 

processamento das amostras podem ser encontrados no material disponível em apêndice 

(VILAS et al., 2021, apêndice S1 página 86).  

 

4.1.1 Animais e infecção 

 

Hamsters da linhagem Golden Sirius (Mesocricetus auratus) com 6 a 8 semanas de 

idade foram alocados aleatoriamente entre os grupos experimentais, de forma homogênea em 

relação a idade, sexo e peso. Desses, 28 animais do grupo infectado receberam 1x107 formas 

promastigotas de L. infantum (cepa MHOM/BR2000/Merivaldo2) de cultura em fase 

estacionária, em 1mL de solução fisiológica via intraperitoneal (I.P). Enquanto 28 animais do 

grupo controle receberam pela mesma via e volume apenas a solução diluente, totalizando 56 

animais (Figura 5). O cálculo amostral foi baseado nos objetivos do projeto, considerando a 

prevalência da desorganização esplênica em animais experimentalmente infectados (VERESS; 

ABDALLA; EL HASSAN, 1983; VILAS et al., 2021). 

Os animais foram acompanhados semanalmente para avaliação clínica. Sendo que após 

30, 60, 120 e 150 dias após injeção (dpi), 7 animais de cada grupo foram eutanasiados através 

de injeção letal de anestésicos (xilazina + cetamina), nos diferentes pontos para avaliação 

histológica. Além de 3 destes animais também de cada ponto foram utilizados para avaliação 

transcriptômica do baço, sendo escolhidos os animais com mais alterações histológicas 
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apresentadas (VILAS et al., 2021, apêndice S1 página 86). Para detecção do parasito e 

confirmação da infecção, foi realizado cultura e isolamento de Leishmania em meio de cultura 

(Figura 5) (DOS-SANTOS et al., 2008). Além disso, no momento da eutanásia foi feita a coleta 

de sangue pela punção intracardíaca para obtenção do soro. 

dpi- Dias após injeção; I.P- Intraperitoneal. 

 

Figura 5 - Ilustração da abordagem experimental do projeto de origem do material experimental 

Fonte: Elaboração do autor 

 

4.2 DELINEAMENTO METODOLÓGICO 

 

A partir da disponibilidade do material experimental, foi proposto a realização do 

presente trabalho de mestrado com o intuito de investigar os potenciais mecanismos associados 

com o desenvolvimento anômalo de LyB e plasmocitose no curso da LV. Para isso, o dado 

transcriptômico gerado a partir do sequenciamento e análise previa, foi submetido ao 

enriquecimento de vias e interações gênicas através do software Igenuity Pathway Analysis 

(IPA), além da avaliação do perfil transcricional relacionado com a regulação de PC (Figura 6).  

Os baços fixados em formalina e embebidos em parafina (FFPE) foram utilizados em 

reações de IHQ para identificação de LyB, usando o marcador CD20, assim como, identificação 

de PC usando o marcador CD138. Nesses baços também foi feita marcação para a molécula 

DLK1 e validação do dado transcriptômico. Além da avaliação da especificidade de PC no 

tecido esplênico, através de uma técnica de IHQ modificada, em que se utiliza os antígenos de 

superfície biotinilados do parasito (Antígeno de superfície biotinilado de promastigota - 

abPro/antígeno de superfície biotinilado de amastigota - abAms) como sonda para a reação 

(MIZUTANI et al., 2016). Adicionalmente, o soro dos animais foi submetido à análise 

bioquímica dos níveis séricos de albumina e globulinas (Figura 6). 
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IPA- Igenuity Pathway Analysis; Dif.- Diferenciação; LyB- Célula B; Exp.- Expressão; PC- Plasmócito; FFPE- 

Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded; abPro- Antígeno biotinilado de promastigota; abAms- Antígeno biotinilado 

de amastigota; dpi- Dias após injeção.  

 

Figura 6 - Desenho esquemático do delineamento metológico 

Fonte: Elaboração do autor 

 

4.3 AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA 

 

O fragmento reservado para avaliação histológica foi fixado em formalina alcóolica 

ácida entre 24 e 48 horas à temperatura ambiente (TA) e submetido ao processamento 

histológico. Os fragmentos embebidos em parafina foram seccionados e corados por 

hematoxilina-eosina (H&E) para avaliação de alterações histológicas, realizada de forma cega 

por dois médicos patologistas de acordo com os parâmetros descritos por Santana et al (2008). 

A classificação da organização esplênica foi realizada entre as seguintes categorias: Tipo 1 ou 

bem-organizado; Tipo 2 ou levemente desorganizado; Tipo 3 ou 

moderadamente/extensivamente desorganizado, seguindo os critérios de classificação de 

Hermida e colaboradores (2018) (VILAS et al., 2021, apêndice S1 página 86). 

 

4.4 AVALIAÇÃO TRANSCRIPTÔMICA 

 

A realização das técnicas de processamento e pré-análise do perfil transcriptômico dos 

animais foi realizado anteriormente, no trabalho citado (VILAS et al., 2021, apêndice S1 página 
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86). Nesta seção será apresentada uma breve descrição destas etapas de avaliação 

trasncriptômica, para melhor compreensão dos dados utilizados neste trabalho.  

 

4.4.1 Extração e seleção do RNA 

 

Para sequenciamento e avaliação transcriptômica os fragmentos foram mantidos em 

solução estabilizante (RNA Later - Invitrogen) à 4ºC por 24 horas. Após esse período, a solução 

foi descartada e os fragmentos congelados à -80ºC. 

As amostras congeladas foram maceradas em trizol e submetidas à extração de RNA 

usando kit de extração RNAeasy (Qiagen), de acordo com as instruções do fabricante. Uma 

etapa de tratamento com DNAse foi adicionada ao processo e foi realizada a depleção de RNA 

ribossomal (RNAr) para enriquecimento da amostra. Além disso, foi realizada a mensuração da 

quantidade de RNA por Nanodrop (ThermoFischer), bem como, da qualidade através de 

eletroforese automatizada Agilent Bioanalyzer (Agilent), tendo o valor de RIN (RNA integrity 

number) maior que 7 considerado como aceitável (VILAS et al., 2021, apêndice S1 página 86).  

 

4.4.2 Avaliação do perfil transcriptômico 

 

O sequenciamento foi obtido através da técnica de RNA-seq (Illumina HiSeq 2000) por 

paired-end de 3 animais de cada grupo experimental, nos quatro pontos de acompanhamento 

(30, 60, 120 e 150 dpi). Foi realizada avaliação da qualidade de reads pelo software FastQC 

(v0.10.1) e o alinhamento com o genoma de referência de golden hamster (Mesocricetus 

auratus – ID 11998) disponível em banco de dados (NCBI), feito pelo software STAR. Já a 

mensuração da quantidade de leituras (reads) associadas foi realizada pelo FeatureCounts 

(DOBIN et al., 2013; VILAS et al., 2021). 

Pelos dados do repositório GEO (NCBI), foi avaliado a presença e abundância de genes 

anotados e identificação dos transcritos diferencialmente expressos, através do teste de razão 

de verossimilhança com o pacote de BioConductor R EdgeR e o teste Wald com DESeq2 

(KONG et al., 2017; ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2009; VILAS et al., 2021). 
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4.5 ENRIQUECIMENTO DE VIAS E EXPRESSÃO TRANSCRIPTÔMICA 

 

4.5.1 Rede de interações transcriptômica 

 

A partir do dado obtido pela análise transcriptômica realizado por Melo e colaboradores 

(2021), foi feito no presente trabalho o enriquecimento de vias de diferenciação e manutenção 

de LyB com DLK1 através do software Igenuity Pathway Analysis (IPA, Qiagen), que utiliza 

anotações gênicas de uma base de conhecimento própria experimentalmente validados, para 

construção das redes de interações dos transcritos diferencialmente expressos obtidos pelo 

sequenciamento. Nessas análises foi utilizado um cut-off de log de fold change (FC) de 2, False 

Discovery Ratio (FDR) qvalue<0,05 e z-score de 2, para reduzir ruídos de análise e 

identificação dos transcritos diferencialmente expressos com maior robustez de algoritmo.  

 

4.5.2 Expressão transcriptômica 

 

Foi realizado uma análise da expressão transcriptômica de moléculas envolvidas no 

desenvolvimento e regulação de LyB (PU.1, MITF, IRF8, BACH2, BCL-6, MTA3, BLIMP1, 

IRF4, XBP1, CXCL13, CXCL12, CXCR4, IL6, BAFF, APRIL e MCL1) (NUTT et al., 2015; 

ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005) (Tabela 1). Nestas análises, 

foram utilizados o FC de Log2 dos transcritos (FC-Log2) para a confecção dos gráficos, 

considerando os transcritos diferencialmente expressos aqueles que apresentavam um 

FDR<0,05 e um cut-off de FC-Log2 de 1. 

 

Tabela 1 - Lista de moléculas avaliadas pela expressão transcriptômica 
 

Regulação de LyB MOLÉCULAS GENE 

Manutenção de 

LyB 
PU.1*, IRF8, MITF *SPI1 

CG BACH2, BCL-6 e MTA3 - 

Diferenciação BLIMP1*, IRF4 e XBP1 *PRDM1 

Migração CXCL13, CXCL12 e CXCR4 - 

Sobrevivência IL-6 e BAFF*, APRIL# e MCL1 *TNFSF13B, #TNFSF13 

LyB: Célula B 

Fonte: Elaboração do autor 
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4.6 CULTURA L. infantum 

 

A Leishmania (L. infantum – cepa MHOM/BR2000/Merivaldo2) foi mantida em meio 

de cultura Schneider completo, suplementado com 10% de SBF (Soro Bovino Fetal) e 

gentamicina à 24ºC, até fase estacionária. 

 

4.7 BIOTINILAÇÃO PROMASTIGOTA DE L. infantum 

 

O método de obtenção do abPro está disponível na literatura e seguiu o processo de 

biotinilação dos antígenos de superfície de promastigotas em fase estacionária, com a obtenção 

dos antígenos solúveis pela lise e centrifugação. Em um trabalho anterior, para a marcação de 

PC específicos contra antígenos de promastigota de L. infantum no baço de cães, foi 

determinado a concentração de 1:100 do abPro (FONTES et al., 2021). 

 

4.8 DIFERENCIAÇÃO DE AMASTIGOTA DE L. infantum 

 

4.8.1 Infecção e diferenciação 

 

MΦ de linhagem murino (J774) foram utilizados para induzir a diferenciação de 

amastigotas de L. infantum. As células J774 foram mantidas em meio RPMI completo (10% de 

SBF + 2mM de glutamina + gentamicina) à 37ºC com 5% de CO2. 

Para infecção, os MΦ aderidos à garrafa de cultura foram separados com incubação de 

11mL de Hanks’ Balanced Salt Solution sem cálcio e magnésio (HBSS-Ca/Mg) gelado, por 20 

minutos à TA. Após o período de incubação, foram feitos jatos de HBSS-Ca/Mg com pipeta 

sorológica na parede da garrafa para soltar as células. Então, elas foram lavadas 3 vezes em 15-

20mL de HBSS com cálcio e magnésio (HBSS+Ca/Mg), a 1700rpm, 4ºC por 10 minutos. 

A L. infantum em fase estacionária também foi lavada 3 vezes com 15-20mL de 

HBSS+Ca/Mg a 3000rpm, 4ºC por 10 minutos. Após lavagens, a concentração de J774 foi ajustada 

para 2x106 em 1mL de RPMI completo e adicionado mais 1mL de RPMI completo com 4x107 

promastigotas de L. infantum (proporção - 20 parasitos/célula), em poço de placa de cultura (6 

poços) e incubado por 24h à 37ºC com 5% CO2 para infecção. No dia seguinte, foi feita a troca 

do meio RPMI completo para retirar formas promastigotas não internalizadas e incubado por 

mais 24h à 37ºC com 5% CO2 para diferenciação. 
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4.8.2 Isolamento de amastigota 

 

Para isolamento das formas amastigotas de L. infantum das células infectadas, os poços 

da placa de cultura foram lavados 3 vezes com 1mL de Phosphate-Buffered Saline [1x] (PBS), 

as células que se desprenderam da placa foram fixadas e guardadas para avaliação da taxa de 

infecção, por citocentrifugação (cytospin, 500g por 5 minutos) em lâmina de vidro e coloração 

com hematoxilina. Após lavagem, foi adicionado 5mL de HBSS-Ca/Mg gelado com 2mM de 

EDTA e incubado por 5 minutos à 4ºC. No passo seguinte, a solução com EDTA foi aspirado 

e desprezado diversas vezes através de agulha (30/27G) em seringa. A solução com as células 

foi centrifugada a 100xg, por 5 minutos à 4ºC, e posteriormente, o sobrenadante foi centrifugado 

a 3500rpm, por 10 minutos à 4ºC. O sedimento foi fixado com 4% de paraformaldeído e 

avaliado por lâminas de citocentrifugação (1000g por 5 minutos) coradas com hematoxilina. 

 

4.9 IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

Secções de baço FFPE com 4μm de espessura em lâminas carregadas negativamente 

(Starfrost) foram utilizadas para reações de IHQ. Os tecidos foram submetidos à 

desparafinização em 5 incubações sequenciais de xilol (5 minutos), reidratação em gradiente 

decrescente de álcool (5 minutos) e lavagem em água destilada. Adicionalmente, os cortes 

foram incubados em 20% de hidróxido de amônio diluído em álcool 95%, por 20 minutos, 

seguido de lavagem em água corrente e água destilada por 5 minutos cada, para retirar 

pigmentos de formol do tecido. 

Para recuperação antigênica foi utilizado o método de calor (115ºC por 20 minutos) em 

panela de pressão elétrica. O tampão de recuperação usado foi de acordo com indicação do 

fabricante do anticorpo. Para identificação de LyB e PC (CD20 e CD138, respectivamente) foi 

utilizado Tris-EDTA (pH: 9.0), enquanto a reação para marcação de DLK1 utilizou-se citrato 

(pH: 6.0) (Tabela 2). Após recuperação, as lâminas eram mentidas no tampão à TA por 20 

minutos para resfriamento. 

O bloqueio da peroxidase endógeno foi feito em 3 etapas de incubação com 3% de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) em água destilada, por 10 minutos cada, seguido de lavagem 

em água destilada. Já o bloqueio de reações inespecíficas foi realizado com a utilização de soro 

da espécie produtora do anticorpo secundário (Soro de cavalo, Vector - ref. 30022), por 15 

minutos à TA e lavagem em PBS após bloqueio. Uma etapa de permeabilização foi adicionada 
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para a marcação de DLK1, utilizando 2 incubações com 0,1% de saponina em PBS, por 5 

minutos cada (Tabela 2).  

A concentração do anticorpo primário foi determinada através de testes de 

padronização, sendo definido as seguintes concentrações: anti-CD20 (Abcam, ref. ab64088) – 

1/200; anti-CD138 (Abcam, ref. ab128936) e anti-DLK1 (Abcam, ref. ab21682) – 1/1000 

(Tabela 2). Assim, foi adicionado 100μL do anticorpo diluído em PBS com 1% de albumina de 

soro bovino (bovine serum albumin – BSA) em cada corte e incubado por 16-18h (overnight) à 

4ºC, em câmera úmida. Para os três marcadores, após incubação as lâminas foram lavadas com 

PBS e incubadas com polímero anti-IgG de coelho (Produzido em cavalo, Vector - ref. 30026) 

conjugado com HRP (Horseradish Peroxidase) por 30 minutos à TA. Em seguida, as secções 

foram lavadas em PBS e a revelação foi feita com 100μL de 0,02% de DAB + 0,006% de H2O2 

em 0,05M de Tris-Hcl (pH: 7,6). As lâminas foram coradas com hematoxilina, desidratadas em 

gradiente decrescente de álcool, clarificadas em xilol e a montagem da lamínula feita com meio 

Entellan. Para controle da reação, secções de baços eram incubadas com IgG de coelho na etapa 

de marcação com anticorpo primário. 

 

Tabela 2 - Anticorpos imuno-histoquímica 

Marcador ESPÉCIE RECUPERAÇÃO CONCENTRAÇÃO 
PERMEABILIZ

AÇÃO 

CD20 Coelho Tris-EDTA (pH 9.0) 1/200 - 

     

CD138 Coelho Tris-EDTA (pH 9.0) 1/1000 - 

DLK1 Coelho Citrato (pH 6.0) 1/1000 
2x 0,1% Saponina 

(5’) 

Fonte: Elaboração do autor 

 

4.9.1 Padronização imuno-histoquímica modificada 

 

A marcação de PC específicos in situ pela técnica de IHQ modificada seguiu as mesmas 

etapas descritas anteriormente (tópico 4.9), com algumas modificações. Para determinar a 

concentração de abPro e o tipo de recuperação, foram testadas as concentrações de 1:50, 1:100 

e 1:200 do abPro, em diferentes tipos de recuperação antigênica: mediada por calor; enzimática; 

dupla recuperação. 
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Na recuperação mediada por calor foram testados os tampões Tris-EDTA (pH: 9.0) e 

citrato (pH: 6.0) à 115ºC, por 20 minutos em panela de pressão elétrica. A recuperação 

enzimática foi realizada através da incubação com proteinase K (20μg/mL) em 0,05M de TBS 

(Tris-Buffered Saline), por 15 minutos à TA. Além da recuperação dupla, com a combinação 

das recuperações por calor e enzimática. Para esse último, as lâminas passaram pela 

recuperação com panela em tampão Tris-EDTA e após o resfriamento foram submetidas ao 

tratamento com proteinase K. Além disso, o bloqueio de reações inespecíficas foi feito com 1% 

de BSA em PBS, por 15 minutos à TA. 

Para revelação das células positivas para o abPro foi utilizado o sistema biotina-

estreptavidina. Nesse caso, os cortes foram incubados com 100μL de estreptavidina-HRP 

(2μg/mL) por 30 minutos à TA. Então, as lâminas foram lavadas com PBS e seguia-se as etapas 

de revelação com DAB, coloração em hematoxilina, desidratação, clarificação e montagem. 

 

4.9.2 Análise das marcações 

 

As lâminas resultantes das reações de IHQ foram escaneadas através de microscópio de 

digitalização (Olympus – VS – 110), pela objetiva de 40x. As regiões e áreas de interesse foram 

fotografadas pelo software OLYMPUS OlyVIA (V. 3.2.1) e a contagem ou mensuração 

realizada através do ImageJ (Fiji, NIH – V.1.53f).  

As marcações de CD20 e CD138 foram analisadas para as duas regiões histológicas do 

baço (PB e PV). Para avaliação de LyB (CD20) na PB foram selecionados os 5 maiores 

folículos em corte transversal, presentes no corte histológico e foi usado a proporção de área 

marcada (ZM + FL) em relação a área total do folículo nas análises (% de área marcada). Já na 

PV foi selecionado um campo com maior concentração de células marcadas, chamada de 

hotspot, e 4 áreas adjacentes não sobrepostas. A análise semi-quantitativa de células foi 

realizada pela contagem manual nas áreas pré-selecionadas e foi estimado a densidade celular 

(célula/mm2) pela divisão do número de células contadas pela área da foto, multiplicado por 

1.000.000 (nº de células/área foto*1x106). 

De forma similar à análise descrita no parágrafo anterior, a contagem de PC (CD138) 

foi realizada individualmente nas duas regiões. A partir da seleção de 5 áreas de hotspots, 

porém, nesse caso de 5 campos não adjacentes da PV, assim como, 5 campos de hotspots de 

diferentes folículos da PB. A quantidade de células também foi determinada por contagem 

manual e estimada pela densidade celular (nº de célula/área foto*1x106). Em relação ao DLK1, 
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foi selecionado 5 áreas de hotspots independentemente da região esplênica que elas ocupavam 

e se manteve a quantificação por densidade de células. 

 

4.10 VALIDAÇÃO DLK1 – WESTERN BLOT 

 

Foi realizada a técnica de western blot (Miniblotter, Immunetics) para confirmação e 

validação da marcação de DLK1 por IHQ. Para isso, foi utilizado um fragmento de baço (60mg) 

de hamster sadio, congelado e sem fixação. O órgão foi macerado em 300μL de tampão de 

amostra 2x (4% de SDS [Sodium Dodecyl Sulfate] + 20% de Glicerol + 10% 2-ME [2-

Mercaptoetanol] + 0,02% BPB [Bromophenol Blue] + Tris 62.5mM [pH: 6.8]). Após a 

maceração, foi adicionado mais 300μL de água bidestilada (água para injeção), ficando no final 

o volume de 600μL (10% - Proporção tecido x volume [m/v]) e concentração do tampão igual 

a 1x. Então, o macerado foi centrifugado a 14.000 rcf por 1 minuto e o sobrenadante coletado 

e submetido à passagem em agulha, diversas vezes. Após centrifugação, a amostra foi fervida 

por 5 minutos e centrifugada novamente a 14.000 rcf por 5 minutos.  

Feito o processamento da amostra, foi utilizado 200μL de homogeneizado 

(macerado/proteínas) para corrida de eletroforese em gel de poliacrilamida (15%), a 80mA 

(PowerPac 1000, Bio-Rad) em tampão de corrida (25mM Tris + 192mM glicina + 0,1% SDS). 

Ao final da separação de proteínas pelo gel, foi realizada a transferência de proteínas para a 

membrana de nitrocelulose através de transferência úmida (Wet/tank transfer [Trans-Blot Cell 

– Bio-Rad]) por 1 hora a 200mA em tampão de transferência (Mesma composição do tampão 

de corrida, com adição de 20% de metanol).  

A confirmação da transferência e marcação das posições do gel na membrana foi feita 

em coloração com vermelho ponceau. O bloqueio com 5% de leite desnatado em TBS + 0,05% 

de tween 20 por 2 horas, seguido de 3 lavagens com TBS + 0,05% de tween 20 por 5 minutos, 

sob agitação. O anticorpo (anti-DLK1 – ab21682) foi diluído (1/2000) em solução de bloqueio, 

sendo adicionado 320μL da solução e incubado por 1 hora à TA, sob agitação. Após incubação, 

foi feita 3 lavagens como descrito anteriormente e adicionado 320μL de anti-IgG de coelho 

conjugado com HRP (anti-IgG Rb-HRP – ab205718) diluído em solução de bloqueio, mantido 

por 1 hora à TA, também sob agitação, seguido de lavagem. Para revelação das bandas foi feita 

incubação em TBS por 3 minutos e adição do cromógeno DAB (0,02% de DAB + 0,006% de 

H2O2 em 0,05M de Tris-Hcl [pH: 7,6]) na membrana até o aparecimento das bandas. O controle 

da reação foi feito com a incubação de IgG de coelho. 
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4.11 ANÁLISE BIOQUÍMICA DE SORO 

 

No soro dos animais obtido através de punção cardíaca em tubo seco, a análise 

bioquímica foi realizada por um laboratório de análises clínicas veterinário (CITVET 2), para 

avaliação de proteínas totais e frações, através do método enzimático automatizado. 

Objetivando a determinação dos níveis séricos de albumina e globulinas para a estimativa da 

razão desses marcadores (albumina/globulinas). 

 

4.12 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

A representação gráfica dos resultados expressa os valores obtidos nas diferentes 

métricas, médias e desvio padrão (DP). A análise estatística da densidade celular das 

populações avaliadas por IHQ foi realizada através da comparação entre grupo controle e 

infectado, em cada ponto de avaliação, utilizando teste Mann-Whitney. Enquanto, a avaliação 

da dinâmica de celularidade dos animais infectados ao longo da cinética de infecção, foi 

realizado pela análise diferencial (Fold Change, FC), utilizando a proporção da diferença dos 

valores encontrados no grupo infectado com a média do grupo controle (FC [(valor animal 

infectado - média controle) /média controle]). A análise estatitica do FC foi realizado pelo teste 

Kruskal-Wallis e pós-teste recomendado (Dunn’s teste). Teste de correlação Spearman foi 

utilizado para dados sem distribuição normal. A significância foi estabelecida com valor de 

p<0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS E ALTERAÇÕES HISTOLÓGICAS DOS ANIMAIS 

DO ESTUDO 

 

As alterações clínicas e histológicas apresentadas pelos animais foram descritas por 

Melo e colaboradores (2021). Aqui apresentamos um breve sumário dos dados publicados, com 

a disponibilidade do material completo em apêndice (apêndice S1, página 86): todos os animais 

infectados foram positivos na cultura, com uma tendência de aumento na carga parasitária ao 

longo da cinética, pela avaliação do sequenciamento. Foi observada a presença de mais sinais 

clínicos no grupo infectado 150 dpi, nesse ponto também foi observada uma perda de peso 

maior entre os animais infectados (VILAS et al., 2021). 

Em relação à avaliação histológica, os animais tiveram diminuição da PB em 120 e 150 

dpi, que foi associado à diminuição do centro germinativo nos FL, no ponto de 150 dpi (VILAS 

et al., 2021). Além disso, a desorganização da PB nos animais infectados ocorreu a partir de 

120 dpi, quando foi observada moderada desorganização (baço tipo 2) em 5 animais (71%) do 

grupo infectado. No último ponto, 150 dpi houve moderada desorganização em 3 (42,8%) 

animais e completa desorganização (baço tipo 3) em 2 (28,6%), dos animais infectados (Tabela 

3). 
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Tabela 3 - Classificação histológica do baço 

Tipo do baço 30 DPI 60 DPI 120 DPI 150 DPI 

Tipo I 

CONT INF CONT INF CONT INF CONT INF 

7/7 

(100%) 

7/7 

(100%) 

7/7 

(100%) 

7/7 

(100%) 

6/7 

(86%) 

2/7 

(29%) 

6/7 

(86%) 

2/7 

(29%) 

Tipo II 0 0 0 0 0 
5/7 

(71%) 

1/7 

(14%) 

3/7 

(42%) 

Tipo III 0 0 0 0 
1/7 

(14%) 
0 0 

2/7 

(29%) 

Legenda: dpi – dias após injeção; cont – controle; inf – infectado 

Fonte:  Elaboração do autor 

 

5.2 DISTRIBUIÇÃO DE CÉLULAS DLK1+ AO LONGO DA INFECÇÃO 

 

A marcação de IHQ para DLK1 permitiu a detecção da forma de membrana do receptor. 

Além disso, foi possível também avaliar a distribuição dessas células nos diferentes 

compartimentos esplênicos. A maioria das células positivas para a marcação possuíam aspecto 

de PC (núcleo periférico com forma de “roda de carroça”) (Figura 7), e as células DLK1+ se 

concentravam principalmente na região de PB, em áreas perivasculares (como a PALS) nos 

dois grupos, infectado e controle (Figura 8, A). IHQ – imuno-histoquímica; FC – fold change; PC – 

plasmócitos. 
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Figura 7 - Células positivas para DLK1 no baço de hamsters. Marcação de IHQ utilizando o marcador DLK1 

no baço de hamsters (barra de escala 20µm). Setas vermelhas: células com aspecto de PC positivas para a 

marcação. 

Fonte:  Elaboração do autor 

 

Não houve diferença na densidade de células entre os grupos controle e infectado em 

nenhum dos pontos de avaliação (Figura 8, B). Quando avaliamos a dinâmica da celularidade 

de DLK1+ no curso da doença, pela análise de expressão diferencial nos animais infectados, foi 

possível observar uma tendência de aumento de células marcadas no baço dos animais, 

principalmente nos pontos iniciais entre 30 e 60 dpi, (Figura 8, C). Além disso, quando o grupo 

infectado dos diferentes pontos de avaliação foi estratificado entre os animais que não 

apresentaram desorganização do baço (baço tipo 1) e os animais com desorganização do baço 

(baços tipos 2 ou 3), foi observado aumento das células DLK1+ no grupo de animais infectados 

com alteração na organização esplênica, quando comparado com o grupo controle (Kruskal-

Wallis, p<0,05), mas sem diferença entre os animais infectados com baço organiado e grupo 

controle, assim como, entre os grupos infectados (Figura 8, D). 
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dpi – dias após injeção; IHQ – imuno-histoquímica; FC – fold change; DP – desvio padrão 

DLK1+ - células DLK1 positivas 

 

Figura 8 - Distribuição de células DLK1+ no baço de hamsters: (A) – Micrografia das marcações de DLK1 por 

IHQ no baço de hamsters (Barra de escala 20μm).  (B) – Gráfico da densidade de células. As linhas representam 

a média com DP. (C) – Representação gráfica do FC dos animais infectados nos diferentes pontos de 

acompanhamento. Os símbolos representam a média e as linhas o DP. Número de animais para marcações de IHQ: 

n=6/grupo (30 dpi) e n=7/grupo (60, 120 e 150 dpi). (D) – Representação gráfica da densidade de células DLK1+ 

estratificada pela classificação histológica do baço nos animais infectados (n=27 [controle], n=17 [infectado-

organizado] e n=10 [infectado-desorganizado]). 

Fonte:  Elaboração do autor 

 

5.3 VALIDAÇÃO DA MARCAÇÃO POR IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

Como a marcação de DLK1 na IHQ foi feita com a utilização de anticorpo produzido 

contra a molécula expressa em camundongo, foi realizado um western blot para confirmar se o 

peso molecular da molécula reconhecida pelo anticorpo em hamsters, coincidia com o peso 
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descrito para DLK1. Para isso, um baço de animal saudável, congelado e sem fixação foi 

utilizado. O western blot revelou a detecção de duas bandas reconhecidas pelo anticorpo anti-

DLK1, uma com aproximadamente 40kDa, correspondente ao peso da molécula DLK1 de 

41kDa e outra em torno de 24kDa, correspondendo a forma clivada do receptor (Abcam, anexo 

S2 página 108) (Figura 9, A). Nenhuma banda foi detectada na raia do controle negativo (CN) 

incubado com IgG (de soro – policlonal [mesmo isotipo do anti-DLK1]) de coelho. 

A marcação por IHQ foi adicionalmente validada pelo dado encontrado na avaliação do 

transcriptoma dos animais com doença mais grave, em que foi observado um aumento da 

expressão diferencial de DLK1 no ponto inicial 30 dpi, com diminuição progressiva até o ponto 

final 150 dpi, nos animais infectados (VILAS et al., 2021). As marcações de IHQ nos animais 

submetidos ao sequenciamento confirmaram esse aumento inicial e diminuição ao longo da 

cinética, com o dado recentemente publicado (Apêndice S1, página 98).  

Adicionalmente, comparamos os dados de expressão transcricional de DLK1 dos 

animais submetidos ao sequenciamento, pelo FC-Log2 (mRNA), com a proporção de células 

DLK1+, pela média do FC (𝑋̅) da densidade celular, considerando as contagens de DLK1+ dos 

demais animais dos grupos controle e infectado, nos diferentes pontos de acompanhamento (e 

que não foram usados na avaliação do transcriptôma do dado publicado). Assim, observamos 

que apesar do aumento do transcrito de DLK1 30 dpi, só foi observado uma tendência de 

aumento do número de células DLK1+ no ponto seguinte, em 60 dpi, com retorno ao valor basal 

de células marcadas encontrado em 30 dpi nos pontos mais tardios, 120 e 150 dpi (Figur a 9, 

B). 
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CN – controle negativo; dpi – dias após injeção; IHQ – imuno-histoquímica; RNAseq – sequenciamento de RNA; 

mRNA – RNA mensageiro; FC – fold change; DLK1+ - células DLK1 positivas; Seq – sequenciamento. 

Figura 9 - Validação da marcação por imuno-histoquímica e dado transcriptômico: (A) – Fotografia da 

membrana de nitrocelulose utilizada na técnica de western blot de amostra do baço de hamster. 1ª raia (DLK1): 

incubação com anti-DLK1 e identificação de duas bandas (DLK1 e forma clivada da proteína). 2ª raia (CN): 

incubação com IgG de soro de coelho e ausência de marcação. (B) – Gráfico de comparação da expressão 

transcricional de DLK1 (FC-Log2) e densidade de células DLK1+ (média [𝑋̅] do FC da densidade celular). 

Número de animais: n=3/grupo para dado de sequenciamento e n=6/grupo (30 dpi) e n=7/grupo (60, 120 e 150 

dpi) para distribuição de células DLK1+. 

Fonte:  Elaboração do autor 

 

5.4 VIA DE DESENVOLVIMENTO DE CÉLULAS B 

 

A análise de vias de diferenciação e desenvolvimento de LyB associado com DLK1 foi 

realizada utilizando dados do transcriptoma dos baços de animais infectados por L. infantum, 

através do enriquecimento de vias e rede de interações gênicas pelo IPA. 

Em 30 dpi observamos que a expressão aumentada de DLK1 se sobressai em relação a 

expressão das demais moléculas (Figura 9, 30 dpi). DLK1 está inserido em um eixo de interação 

com as moléculas da família IL-12. A diminuição dessas moléculas ocorreu concomitante com 

a diminuição de DLK1 no estudo sequencial (Figura 10, forma traçada em vermelho).  
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A IL-21 junto com IFN-γ (IFNG) parecem ter um papel central na regulação da via de 

diferenciação de LyB nos animais infectado, por estarem dispostas centralmente na rede, 

estabelecendo várias interações com as demais moléculas, principalmente com algumas delas, 

como outros interferons (IFN type 1 e IFNK), CXCR5, o complexo IL-12 (IL12 [complex]), 

CDKN1A e EGR2A na rede (Figura 11, 60 dpi). Após aumento da expressão de IL-21 e IFN-γ 

a partir de 60 dpi (Figura 9, 60 dpi), observamos o início da diminuição da expressão de 

CXCR5, PAX5, receptor de complemento tipo 2 (complemente recptor type 2 [CR2 ou CD21]), 

CD72, CD79B e fator de transcrição Spi-B (Spi-B transcription factor – SPIB) com 120 dpi, e 

menor expressão evidenciada 150 dpi (Figura 9, 120 e 150 dpi). Estas moléculas estão 

associadas com ativação de LyB e a diminuição delas ocorre no processo de diferenciação de 

PC (NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005; WU; 

BONDADA, 2002). O que demonstra a diferenciação de PC em estágio tardio da infecção. 

Adicionalmente, ocorreu aumento da expressão de transcritos relacionados com vias de 

diferenciação e regulação do ciclo celular (Cyclin dependente kinase inhibitor 1 A - CDKN1A 

e T-cell acute lymphocytic leukemia protein 1 - TAL1) nos pontos mais tardios, 120 e 150 dpi 

(Figura 9, 120 e 150 dpi). 

Figura 10 - Via de diferenciação e desenvolvimento de células B de animais infectados em 30 dpi: Rede 

de interação gênica do enriquecimento de vias de desenvolvimento de LyB com DLK1 do transcriptôma de 

baço de animais infectados 30 dpi. A cor verde representa diminuição da expressão dos transcritos e vermelho 
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aumento. Em 30 dpi observamos a expressão significativa apenas de DLK1. Número de animais: n=3/grupo 

(30, 60, 120 e 150 dpi). 
Fonte:  Elaboração do autor 

Figura 11 - Via de diferenciação e desenvolvimento de células B de animais infectados em 60 dpi: Rede de 

interação gênica do enriquecimento de vias de desenvolvimento de LyB com DLK1 do transcriptôma de baço de 

animais infectados 60 dpi. A cor verde representa diminuição da expressão dos transcritos e vermelho aumento. A 

partir de 60 dpi ocorre aumento de IL-21, IFN-γ e CDKN1A. Número de animais: n=3/grupo (30, 60, 120 e 150 dpi). 

Fonte:  Elaboração do autor 
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Figura 12 - Via de diferenciação e desenvolvimento de células B de animais infectados em 120 dpi: Rede de 

interação gênica do enriquecimento de vias de desenvolvimento de LyB com DLK1 do transcriptôma de baço de 

animais infectados 120 dpi. A cor verde representa diminuição da expressão dos transcritos e vermelho aumento. 

Em 120 dpi inicia uma diminuição da expressão de moléculas (CXCR5, PAX5, CR2 (CD21), CD72, CD79B e 

SPIB) envolvidas com a diferenciação de PC e aumento de moléculas relacionadas com o controle da divisão 

celular (CDKN1A e TAL1). Número de animais: n=3/grupo (30, 60, 120 e 150 dpi). 
Fonte:  Elaboração do autor 
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Figura 13 - Via de diferenciação e desenvolvimento de células B de animais infectados em 150 dpi: Rede de 

interação gênica do enriquecimento de vias de desenvolvimento de LyB com DLK1 do transcriptôma de baço de 

animais infectados 150 dpi. A cor verde representa diminuição da expressão dos transcritos e vermelho aumento. 

Em 150 dpi permanece a diminuição da expressão de moléculas (CXCR5, PAX5, CR2 (CD21), CD72, CD79B e 

SPIB) envolvidas com a diferenciação de PC e aumento de moléculas relacionadas com o controle da divisão 

celular (CDKN1A e TAL1). Número de animais: n=3/grupo (30, 60, 120 e 150 dpi). 

Fonte:  Elaboração do autor 

 

5.5 EXPRESSÃO TRANSCRIPTÔMICA ASSOCIADA COM DIFERENCIAÇÃO E 

REGULAÇÃO DE PLASMÓCITOS AO LONGO DA INFECÇÃO 

 

Foi realizado uma avaliação da expressão transcricional no transcriptôma de baço dos 

animais infectados, de moléculas associadas com a diferenciação, migração e manutenção de 

LyB/PC descritos na literatura: manutenção de LyB (PU.1, MITF e IRF8); resposta do CG 

(BACH2, BCL-6 e MTA3); diferenciação de PC (BLIMP1, IRF4 e XBP1); migração 

(CXCL13, CXCL12 e CXCR4); manutenção de PC (IL6, BAFF, APRIL e MCL1) (NUTT et 

al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005). 

Em relação aos fatores de transcrição (FT) associados com a manutenção da identidade 

de LyB e inibição da diferenciação, observamos apenas aumento de MITF 150 dpi, nos animais 

infectados (Figura 10, A). Todos os fatores responsáveis pela formação e atividade do CG 
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apresentam uma tendência de diminuição nos pontos finais (120 e 150 dpi) de avaliação (Figura 

10, B).  

Nos FT associados com a diferenciação de PC, apesar de não ser encontrado diferença 

estatística na expressão dos fatores avaliados, houve uma tendência de aumento de BLIMP1 

nos animais com LV, principalmente entre 60 e 120 dpi (Figura 10, C). Foi observado também 

diminuição de CXCL13 e CXCL12 nos pontos 120 e 150 dpi (Figura 10, D). Adicionalmente, 

houve aumento de IL-6 no último ponto de avaliação, mas não houve diferença na expressão 

de BAFF e APRIL no curso da doença (Figura 10, E). 

Figura 14 - Perfil transcricional da diferenciação e regulação de plasmócitos nos animais infectados: 

Expressão transcricional de fatores associados com a regulação de LyB/PC. (A) – FT associados com a manutenção 

de LyB e inibição da diferenciação de PC. (B) – FT relacionados com a formação da resposta de CG. (C) – Fatores 

de diferenciação de PC. (D) – Expressão de moléculas envolvidas na migração de LyB/PC. (E) – Moléculas 

responsáveis pela sobrevivência de PC. As linhas verdes representam os transcritos com diminuição da expressão, 

em preto aqueles sem diferença e as linhas vermelhas os que apresentaram aumento (FDR<0,05 e FC >±1). (*) – 

Representa o ponto em que foi observado diferença estatística. Número de animais: n=3/grupo (30, 60, 120 e 150 

dpi). 
Fonte:  Elaboração do autor 
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5.6 PROPORÇÃO DE CÉLULAS B NO BAÇO 
 

 

A marcação de células positivas para CD20 por IHQ no baço de hamsters exibiu um 

aspecto esperado da marcação de LyB esplênicos, com a marcação dos FL e ZM na região de 

PB (Figura 11, A) e de células na PV (Figura 12, A). As mensurações da área marcada dos 5 

maiores folículos da PB presentes no corte histológico, demonstraram um aumento da marcação 

de CD20 na área de LyB (FL e MZ) da PB no grupo infectado no ponto de 120 dpi (Mann-

Whitney, p<0,05) em comparação ao controle, e uma tendência de diminuição no ponto 

consecutivo 150 dpi (Figura 11, B).  

Na análise diferencial fica mais evidente essa tendência de diminuição da marcação de 

CD20 nos animais infectados no último ponto de avaliação, quando comparado ao ponto 

anterior 120 dpi (Kruskal-Wallis, p<0,05 – Figura 11, C).  A contagem de LyB na PV de 

animais infectados por L. infantum não apresentou diferença em nenhum dos quatro pontos de 

acompanhamento (Figura 12, A e B). Observou-se apenas uma tendência de aumento nos 

pontos com 60 e 120 dpi, evidenciada através da análise diferencial (Figura 12, C). 
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LyB – célula B; IHQ – imuno-histoquímica; PB – polpa branca; DP – 

desvio padrão; FC – fold change. 

 

Figura 15 -  Proporção de células B na polpa branca do baço de 

hamsters: (A) – Micrografia das marcações de CD20 por IHQ na PB do 

baço de hamsters (Barra de escala 200μm).  (B) – Gráfico da mensuração 

de área marcada (%). As linhas representam a média com DP. (C) – 

Representação gráfica do FC dos animais infectados nos diferentes pontos 

de acompanhamento. Os símbolos representam as médias e as linhas o DP. 

Número de animais: n=7/grupo (30, 60, 150 dpi), n=7 [controle] e n=6 

[infectado] (120 dpi).  

Fonte:  Elaboração do autor 
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LyB – célula B; IHQ – imuno-histoquímica; PV – polpa vermelha; 

DP – desvio padrão; FC – fold change. 

Figura 16 - Distribuição de células B na polpa vermelha do baço 

de hamsters: (A) – Micrografia das marcações de CD20 por IHQ na 

PV do baço de hamsters (Barra de escala 50μm).  (B) – Gráfico da 

mensuração de densidade de células marcadas. As linhas 

representam a média com DP. (C) – Representação gráfica do FC 

dos animais infectados nos diferentes pontos de acompanhamento. 

Os símbolos representam as médias e as linhas o DP. Número de 

animais: n=7/grupo (30, 60, 150 dpi), n=7 [controle] e n=6 

[infectado] (120 dpi).  

Fonte:  Elaboração do autor 
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5.7 PROPORÇÃO DE PLASMÓCITOS NO BAÇO 

 

As células marcadas com CD138 no baço de hamsters possuíam morfologia de PC 

(Figura 17), entretanto, foi observado que algumas células com aspectos de PC não foram 

marcadas pela reação de IHQ por CD138, embora fosse com pouca frequência (Figura 17, seta 

vermelha). As células marcadas se concentravam na PALS, principalmente na periferia desse 

compartimento na região de PB, e observamos também a marcação dos vasos sanguíneos pela 

reação, como a marcação da ArtC (Figura 18, A). Enquanto na PV, foi pouco frequente a 

observação de PC entre os cordões esplênicos nos pontos de avaliação. 

IHQ – imuno-histoquímica; PB – polpa branca; PC – plasmócitos. 

 

Figura 17 - Marcação de células CD138+ no baço de hamsters: Micrografia da marcação de CD138 por IHQ 

na PB do baço de hamster. É possível observar células com aspecto de PC marcados pela reação e uma célula com 

aspecto de plasmócitos não marcado (Seta vermelha). 

Fonte:  Elaboração do autor 
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A contagem de PC na PB de 5 áreas de hotspot em 5 folículos linfoides, demonstrou um 

aumento de PC na PALS dos animais infectados 120 dpi, (Mann-Whitney, p<0,01 - Figura 18, 

B). A expressão diferencial da densidade de células marcadas não demostrou nenhuma 

alteração significativa ao longo da cinética, mas manteve-se relativamente alta em todos os 

pontos, com maior ponto de elevação 120 dpi (Figura 18, C). Além disso, quando foi 

estratificado a proporção de PC no grupo infectado entre os animais que apresentavam ou não 

desorganização do baço, não foi observada nenhuma alteração na comparação entre eles, só 

quando comparado entre controle e infectado-desorganizado (Kruskal-Wallis, p<0,01 – Figura 

18, D). 
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PC – plasmócitos; IHQ – imuno-histoquímica; PB – polpa branca; DP – desvio padrão; FC – fold change. 

Figura 18 - Proporção de plasmócitos na polpa branca no baço de hamsters: (A) – Micrografia das marcações de CD138 por IHQ na PB do baço de hamsters (Barra 

de escala 20μm).  (B) – Gráfico da mensuração de densidade de células marcadas. As linhas representam a média com DP. (C) – Representação gráfica do FC dos animais 

infectados nos diferentes pontos de acompanhamento. Os símbolos representam as médias e as linhas o DP. Número de animais: n=5 [controle] e n=6 [infectado] (30 dpi), 

n=7/grupo (60, 120 dpi), n=7 [controle] e n=6 [infectado] (150 dpi). (D) - Representação gráfica da densidade de PC estratificado pela classificação histológica do baço 

nos animais infectados (n=26 [controle], n=17 [infectado-organizado] e n=9 [infectado-desorganizado]).  

Fonte:  Elaboração do autor 
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5.8 DISPROTEINEMIA 

A análise da hiperglobulinemia nos animais infectados foi realizada através da avaliação da 

disproteinemia, pela estimativa da proporção de albumina em relação aos níveis de globulinas 

séricas, medido em um exame bioquímico de proteínas totais e frações do soro. Não foi 

observada nenhuma alteração nos níveis plasmáticos de globulinas nos animais com LV (Figura 

17, A). Houve apenas uma tendência de aumento 30 e 150 dpi, que foi apresentada também 

pela análise diferencial da razão entre os dois marcadores (Figura 17, B). 

Alb- Albumina; Gb – Globulina  

 

Figura 19 - Análise da disproteinemia: (A) – Gráfico da razão entre albumina e globulina sérica. As linhas 

representam a média com DP. (B) – Representação gráfica do FC da razão encontrada nos animais infectados, nos 

diferentes pontos de acompanhamento. Os símbolos representam as médias e as linhas o DP. Número de animais: 

n=6/grupo (30 dpi), n=6 [controle] e n=7 [infectado] (60 dpi), n=7/grupo (120 dpi), n=6 [controle] e n=4 

[infectado] (150 dpi). 

Fonte:  Elaboração do autor 

 

 

5.9 ESPECIFICIDADE DE PC NO BAÇO 

 

Foi proposto a realização da técnica de IHQ modificada para avaliar a especificidade de 

PC contra antígenos biotinilados das formas amastigotas e promastigotas de L. infantum, assim 

como, a distribuição dessas células nos diferentes compartimentos esplênicos. No entanto, não 

obtivemos êxito nas marcações e padronização da técnica no baço de hamsters em tecido FFPE. 

Foram testadas diferentes concentrações do abPro (1:50, 1:100 e 1:200), a partir da diluição 

padronizada em um trabalho anterior (1:100), no baço de cães naturalmente infectados por 

Leishmania (FONTES et al., 2021). Além da utilização de diferentes formas de recuperação 

antigênica, como a mediada por calor em tampão Trsi-EDTA (pH 9.0) e citrato (pH 6.0), o 
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método enzimático com o uso de proteinase K e até mesmo uma dupla recuperação e associação 

dos dois métodos, com uma etapa de recuperação na panela de pressão elétrica, seguido da 

incubação com a proteinase K. A incapacidade de aplicar a marcação em nosso trabalho pode 

ter sido decorrente do método de conservação, uma vez que, a técnica é mais bem aplicada em 

amostras congeladas (MIZUTANI et al., 2016). 

Apesar de não ter sido possível realizar a marcação e avaliação da especificidade de PC 

in situ, foi possível padronizar a diferenciação e isolamento de formas amastigotas de L. 

infantum, que era um objetivo secundário, considerando a utilização do abAms para as 

marcações. Assim, foi estabelecido um método de diferenciação in cell com a infecção de MΦ 

de linhagem murino (J774) com as formas promastigotas, em que se obteve após 24h de 

infecção (48h de cultivo) o isolamento de formas amastigotas das células infectadas, com 

morfologia característica de amastigotas de Leishmania (formas arredondadas com ausência do 

flagelo) (Figura 18, setas pretas). No entanto, foi observada também a presença de algumas 

formas promastigotas após o isolamento, que foi atribuído como contaminação da etapa de 

infecção celular de parasitos não internalizados (Figura 18, pontas de seta vermelhas). 

 

MΦ – macrófagos. 

 

Figura 20 - Diferenciação de amastigotas de L. infantum: Isolamento de formas amastigotas de 

MΦ (J774) infectados com formas promastigotas de L. infantum. Setas pretas: formas amastigotas 

de L. infantum; Pontas de seta vermelhas: formas promastigotas de L. infantum. 
Fonte:  Elaboração do autor 
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6 DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho realizamos a identificação de moléculas e mecanismos potencialmente 

envolvidos com a diferenciação anômala de LyB e acúmulo de PC no baço durante a LV. 

Fizemos isso a partir da validação de dados transcriptomicos do baço de hamsters com LV 

através da identificação IHQ de DLK1, além da análise de transcritos e vias de interação gênica 

relacionadas com o desenvolvimento de LyB e diferenciação de PC. Paralelamente, 

correlacionamos esses dados com a análise da distribuição de LyB nos diferentes 

compartimentos esplênicos.  

Dentre os modelos experimentais disponíveis, o hamster (Mesocricetus auratus) 

caracteriza-se como um dos melhores de representação da doença observada em humanos. Isso 

se dá pelo fato do animal apresentar sinais clínicos clássicos da doença, como a 

hepatoesplenomegalia após 90 dpi e hipergamaglobulinemia (DEA-AYUELA et al., 2007; 

DORES MOREIRA et al., 2016; MELBY et al., 2001; REQUENA et al., 2000; VILAS et al., 

2021). Além disso, os animais também apresentam alterações laboratoriais compatíveis com a 

doença, como a diminuição do hematócrito, redução do número de hemácias e hemoglobina, 

além do aumento de marcadores bioquímicos hepáticos e renais, principalmente nos pontos 180 

e 270 dpi (DORES MOREIRA et al., 2016). 

A atrofia com progressão para desorganização da PB do baço já foi observada em 

hamsters com LV (RIÇA-CAPELA et al., 2003; VERESS; ABDALLA; EL HASSAN, 1983; 

VILAS et al., 2021). Neste trabalho os animais apresentaram hepatoesplenomegalia, mas 

apenas dois animais apresentaram a desorganização completa do baço em 150 dpi. Além disso, 

não foram observadas alterações laboratoriais. Sendo que a ausência de alterações significativas 

pode ser justificável pela heterogeneidade dos animais, além do tempo e rota de infecção 

usados. 

A análise IHQ da distribuição de células DLK1+ mostrou uma tendência de aumento 

destas células no baço de animais infectados, principalmente entre os pontos iniciais (30 e 60 

dpi), mas que se manteve em todo o curso da doença. Apenas nos animais com doença grave e 

que foram incluídos nas análises transcriptomicas, observamos uma diminuição destas células 

nos pontos de 120 e 150 dpi. Esse dado se correlaciona com o resultado de expressão 

transcricional publicado pelo nosso grupo (VILAS et al., 2021), e com o descrito na infecção 

de camundongos por L. donovani, em que também houve regulação negativa da expressão de 

DLK1 entre 21 e 42 dpi (ASHWIN et al., 2018). 
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Além da heterogeneidade do grupo de animais estudados por IHQ uma possível 

explicação para a ausência de significância observada, é que a expressão gênica por RNA 

mensageiro (mRNA) nem sempre tem uma correlação direta com a expressão de proteínas 

(BAUERNFEIND; BABBITT, 2017; PAYNE, 2015; REIMEGÅRD et al., 2021). Este efeito 

se deve os processos de regulação pós-translacional, além das diferenças entre as taxas de 

síntese e decaimento entre as duas moléculas (PAYNE, 2015). Dessa forma, Reimegård e 

colaboradores (2021) demonstraram que a expressão de mRNA não foi capaz de refletir a 

concentração de proteínas no mesmo tempo de análise, porém houve uma concordância na 

direção das mudanças de expressão de mRNA e proteínas no desenvolvimento neuronal ao 

longo do tempo. 

É possível que a hiperexpressão de DLK1 na fase inicial da infecção possa permanecer 

por um longo período, até estágios mais tardios da doença. Mesmo com a permanência da 

tendência de aumento neste período, a expressão diferencial é menor em relação aos pontos 

iniciais, demonstrado uma mudança na mesma direção da expressão transcricional. Sendo que 

nos animais susceptíveis esse decaimento é maior, levando à redução de células DLK1+ 

observada.  

Além da diferença no papel das isoformas de DLK1 em prevenir a diferenciação ou 

proliferação de células, é proposto também que a sinalização pelo reconhecimento de DLK1 

pode ocorrer de maneira NOTCH-dependente ou independente. Sendo que esta segunda forma 

ocorre através da modulação da via MAPK/EKR, importante para os processos de diferenciação 

e proliferação celular (PITTAWAY et al., 2021; TRAUSTADÓTTIR et al., 2019b), incluindo 

a ativação e proliferação de LyB, assim como, a diferenciação de PC (KHIEM et al., 2008; 

RAMAN; CHEN; COBB, 2007; SCHEFFLER et al., 2021).  

A via MAPK é um dos alvos da modulação da resposta do hospedeiro por Leishmania, 

contribuindo para a diminuição da expressão de IL-12 e indução de IL-10 (SOARES-SILVA et 

al., 2016). Aqui, como demonstramos a interação entre DLK1 e IL-12 para LyB, a modulação 

de MAPK/ERK pode ser uma via em comum entre as duas moléculas favorecendo a 

plasmocitose. 

A via de desenvolvimento de LyB que inclui DLK1 está associada com a diferenciação 

de PC pelo eixo com a família de citocinas IL-12, em que se observa a diminuição dessas 

citocinas nos pontos finais (120 e 150 dpi). A IL-12 atua na diferenciação de PC secretores de 

IgM, e o aumento dela induz a diferenciação de PC de vida curta, inibindo a resposta de CG 

(KIM et al., 2008; MOENS; TANGYE, 2014).  Além disso, esta citocina em conjunto com 
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outras da resposta Th1 possuem efeito protetivo na LV, no entanto, é observado uma regulação 

na expressão destas citocinas efetoras em formas ativas da LV e a disfunção na produção de IL-

12 por células DCs em estágios crônicos da LV (DAYAKAR et al., 2019; FALEIRO et al., 

2014; KUMAR; NYLÉN, 2012; SAMANT et al., 2021; VOLPEDO et al., 2021).  

A infecção experimental de hamsters por L. donovani demonstrou pequeno aumento 

inicial de IL-12 até 28 dias de infecção, mas que não se sustentou no ponto seguinte 56 dias 

após, sendo também o último ponto de avaliação. Além disso, estes animais não apresentaram 

alteração significante nos títulos de IgM (MELBY et al., 2001). Por outro lado, nosso grupo 

demonstrou a diminuição de IL-12B (IL-12p40) no baço dos animais infectados por L. 

infantum, no mesmo período (120 e 150 dpi) (VILAS et al., 2021). 

Na análise transcriptômica de vias de desenvolvimento de LyB, também demonstramos 

que IL-21 e IFN-γ possuem papel central durante a infecção e estão relacionadas com a 

diferenciação de PC a partir de 60 dpi. A IL-21 é um dos estímulos derivados da interação entre 

células Thf e LyB para a indução da diferenciação de PC na resposta TD, e possui um papel 

importante tanto na formação do foco extrafolicular de PC de vida curta como na formação e 

desenvolvimento da resposta de CG, responsável pela formação de PC de vida longa 

(ETTINGER et al., 2005; LINTERMAN et al., 2010; ORACKI et al., 2010; OZAKI et al., 

2004; ZHANG; GARCIA-IBANEZ; TOELLNER, 2016; ZOTOS et al., 2010). Enquanto o 

IFN-γ está envolvido na produção de IgG2 (JURADO et al., 1989; KAWANO; NOMA; YATA, 

1994). Sendo que a produção de ambos, IFN-γ e IL-21 já foi relatada no baço de hamsters 

infectados por L. donovani, em que houve o IgG2 como o principal isotipo secretado (KONG 

et al., 2017; MEDINA-COLORADO et al., 2017; MELBY et al., 2001). 

Em outras condições essas moléculas também estão envolvidas com a diferenciação de 

PC produtores de IgG2. Durante a infecção por Plasmodium em modelo experimental, a 

produção de IL-21 e co-expressão com IFN- γ foi observada. Sendo que a sinalização por IL-

21 em LyB foi necessária para controle da infecção (PÉREZ-MAZLIAH et al., 2015). O 

aumento excessivo de IL-21 também ocorre no SLE, promovendo a diferenciação de PC 

autorreativos (OZAKI et al., 2004; WANG et al., 2018). Além disso, a apresentação antigênica 

por LyB induziu a produção de IFN-γ por células Thf no SLE, sendo que a ausência da 

sinalização mediada por IFN-γ em LyB inibiu a produção de AC IgM, IgG2 e IgG2c 

autorreativos (JACKSON et al., 2016). Portanto, o aumento de IL-21 e INF-γ demonstrados 

neste trabalho pode representar a interação entre LyB e Thf, induzindo um grande estímulo para 

diferenciação de PC produtores de IgG2 na LV. 
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A via de interação gênica em que houve aumento de IL-21 e IFN-γ, está relacionada à 

diferenciação de PC pela regulação das moléculas CXCR5, PAX5, CD21, CD72, CD79B e 

SPIB, 120 e 150 dpi. A regulação negativa destas moléculas ocorre como processo da 

transformação e mudança de fenótipo de LyB em PC (NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010; 

SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005; WU; BONDADA, 2002).   

Apesar de não ter diferença na expressão transcricional de nenhum fator relacionado 

com a diferenciação de PC, BLIMP1 apresentou uma tendência de aumento, principalmente 

nos pontos 60 e 120 dpi. Esta tendência pode indicar uma expressão intermediária de BLIMP1 

(BLIMP1int). Sendo que a população de PC BLIMP1int são os de vida curta recém-formados, 

gerados de maneira mais rápida (ORACKI et al., 2010). Estes PC BLIMP1int podem se 

diferenciar terminalmente nos PC de vida longo com alta expressão de BLIMP1, provavelmente 

devido estímulos de sobrevivência nos nichos em locais como a medula óssea (NUTT et al., 

2015; ORACKI et al., 2010). Como não observamos aumento na expressão de muitos fatores 

de sobrevivência (apenas IL-6) até o último ponto de análise, isso pode justificar a expressão 

intermediária de BLIMP1 e a prevalência de PC de vida curta. 

Os dados transcriptômicos se correlacionam com a diferenciação e acúmulo de PC na 

PALS 120 dpi, evidenciado neste trabalho. A PALS é um local de trânsito e saída de PC para a 

PV (ORACKI et al., 2010), e cães com LV apresentam o acúmulo dessas células nesse local, 

além da região de PV (FONTES et al., 2021).  

A plasmocitose na PV é um achado característico das alterações do baço durante a LV, 

mantidos através da secreção de BAFF e APRIL (SANTANA et al., 2008; SILVA-O’HARE et 

al., 2016). Esta diferenciação anômala de LyB pode ser decorrente do fenômeno de ativação 

policlonal de LyB (SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; STÄGER, 2018). Aqui, não 

quantificamos os PC presentes na PV, mas observamos a presença deles e como houve a 

plasmocitose na PALS, que pode indicar a migração das células geradas através da sinalização 

por IL-21 e IFN-γ na PB, é possível que haja um aumento também na PV. 

A manutenção inicial de PC 150 dpi, pode estar relacionada com a secreção apenas de 

IL-6 150 dpi. O aumento de IL-6 já foi relatado na infecção experimental de hamsters por L. 

donovani (KONG et al., 2017). Além disso, a IL-6 por si só é capaz de suportar a sobrevivência 

de PC em cultura, no entanto, este efeito é muito maior com adição de outros fatores, como 

BAFF ou APRIL (JOURDAN et al., 2014).  

Em uma doença inflamatória neurológica, em que há aumento de plasmoblastos, apenas 

a adição de IL-6 foi suficiente para manutenção dessas células em cultivo, sendo que a adição 
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de BAFF ou APRL não surtiu efeito (CHIHARA et al., 2011). Assim, a expressão de IL-6 pode 

suportar inicialmente a sobrevivência de células imaturas, mas é possível que essa manutenção 

de PC seja substituída pela expressão de BAFF e APRIL com um maior tempo de infecção, 

como observado na infecção natural da doença. 

Em relação aos LyB, a expressão transcriptômica de BACH2, BCL-6 e MTA3 

apresentaram tendência de diminuição a partir de 60 dpi, com menor nível 150 dpi. Estes fatores 

estão relacionados com a formação do CG e os processos de maturação da resposta de AC que 

ocorrem nesse local (NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; 

CALAME, 2005). Além disso, este dado corrobora com a atrofia de CG observada pela análise 

histológica dos animais, demonstrado previamente pelo nosso grupo (VILAS et al., 2021). 

Portanto, esta tendência de diminuição pode indicar um prejuízo na resposta de CG, 

favorecendo a inespecificidade de PC contra antígenos de Leishmania durante infecção. 

Os dados da nossa análise transcriptomica correlacionam-se também com a nossa 

análise IHQ da distribuição de LyB. Houve diminuição de CXCL13 e CXCL12 em pontos 

tardios da infecção, 120 e 150 dpi. Sugerindo que a migração de LyB foi afetada no curso da 

LV em hamsters.  A perda da sinalização por CXCL13 em decorrência da diminuição de FDCs, 

contribuindo para a redução de LyB FO e atrofia da PB foi observada na infecção natural de 

cães com forma grave da LV (SILVA et al., 2012). Já CXCL12 apresentou aumento no baço 

de cães com LV e foi associada como um dos fatores responsáveis pela migração e acúmulo de 

PC na PV (SILVA-O’HARE et al., 2016). No entanto, isso também não foi observado durante 

a infecção de hamsters por L. donovani, em que a expressão trasncriptômica demonstrou uma 

regulação negativa de CXCL12 (KONG et al., 2017).  

A sinalização por CXCL12 é necessária para a retenção de LyB na ZM (WANG et al., 

2012), e sua diminuição pode ser responsável pela redução de LyB ZM, contribuindo para a 

perda da delimitação dessa região, como ocorre na LV (SANTANA et al., 2008; SILVA et al., 

2012). Além disso, CXCL12 desempenha um papel importante na recirculação de LyB FO no 

CG, contribuindo para a produção de AC de alta afinidade (BARINOV et al., 2017). Estas 

alterações na migração e moléculas relacionadas com a organização do baço pode ser 

decorrente da diminuição de Linfotoxina-α (LTA), observada nos transcritos do baço de 

hamsters infectados por L. infantum (VILAS et al., 2021). 

Houve hiperplasia das áreas de LyB da PB 120 dpi, seguido de atrofia 150 dpi. A 

desorganização do baço com progressão para atrofia do FL é precedido por uma fase 
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hiperplásica reacional da PB (HERMIDA et al., 2018). Sendo que o prejuízo na quimiotaxia de 

LyB 120 e 150 dpi, pode ser o responsável pela alteração na celularidade da PB 150 dpi. 

Outro aspecto identificado na avaliação transcriptômica, foi o aumento de CDKN1A, 

induzido pela sinalização de IFN-γ, e que interage com TAL1 na via de diferenciação de LyB, 

além de MITF na expressão transcricional, 120 e 150 dpi. Sendo estes fatores relacionados com 

a regulação do ciclo celular. O CDKN1A é um inibidor do ciclo celular (LIM; KALDIS, 2013; 

MALUMBRES; BARBACID, 2009), e sua expressão pode ser induzida por IFN-γ, causando a 

parada do ciclo celular (SCHRODER et al., 2004). Sendo que o aumento de CDKN1A pode ser 

um dos fatores responsáveis pela inibição da resposta de CG. Uma vez que o BCL-6 inibe a 

expressão de CDKN1A, e foi demonstrado que a regulação dele é necessária para a formação 

do CG (BÉGUELIN et al., 2017; NUTT et al., 2015). 

Adicionalmente, nosso grupo já demonstrou a hiperexpressão de outro inibidor do ciclo 

celular o CDNK2A na LV experimental, que foi associado com a regulação das moléculas 

envolvidas na desorganização do baço (VILAS et al., 2021). Além disso, a expressão de ambos 

(CDKN1A e 2A) foram relatados em casos de leishmaniose cutânea por L. braziliensis antes 

do tratamento. Sendo que a expressão destes inibidores, junto com outros fatores, estava 

relacionada com um fenótipo de senescência celular e a produção de um conjunto de 

mediadores inflamatórios, associados com a gravidade da doença (FANTECELLE et al., 2021). 

Além disso, o fenótipo de células secretoras associado a senescência já foi observado para LyB 

em tecido adiposo de pacientes obesos, em que foi demonstrado o aumento de CDKN1 e 2A 

(FRASCA et al., 2021). 

O aumento das outras moléculas reguladoras do ciclo celular demonstradas neste 

trabalho, podem contribuir para a expressão de CDKN1A e o estado de senescência. A 

expressão de TAL1 em células tronco hematopoiéticas pode controlar o estado quiescente 

dessas células através da indução de CDKN1A (LACOMBE et al., 2010). Enquanto MITF, 

apesar de ser um fator com função na manutenção do estágio de LyB (ORACKI et al., 2010; 

SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005), também pode estar relacionado com a indução da 

senescência celular, por ser capaz de induzir a expressão de CDKN1A, contribuindo para a 

parada do ciclo celular, como observado para células de melanoma (CARREIRA et al., 2005; 

WANG et al., 2016). 

Como foi mencionado, apesar dos altos títulos de AC, boa parte desses são inespecíficos 

contra os antígenos de Leishmania, o que impede o reconhecimento e os mecanismos efetores 

dos AC (SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; STÄGER, 2018). A inespecificidade de AC 
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além de prejudicar a proteção humoral contra a infecção, eles podem se acumular em outros 

órgãos formando imunocomplexos, causando uma reposta inflamatória local e danos ao tecido 

(REQUENA et al., 2000; SAMANT et al., 2021; SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; 

STÄGER, 2018).  

Alguns trabalhos apontam que os AC específicos também contribuem para a patogênese 

da doença na doença natural em cães e modelo experimental de camundongo infectado por L. 

donovani (FONTES et al., 2021; SILVA-BARRIOS; STÄGER, 2019). Sendo que a diminuição 

da resposta Tr1, a diminuição do nível de IL-10 e aumento da resposta Th1, foram os efeitos 

observados quando foi realizado a inibição da produção de AC específicos em camundongos. 

Demonstrando uma capacidade imunoreguladora dos AC produzidos durante a infecção 

(SILVA-BARRIOS; STÄGER, 2019). Entretanto, no presente trabalho não foi observado 

disproteinemia nos hamsters com LV, indicando consequentemente a ausência de 

hipergamaglobulinemia nos estágios de observação deste experimento. É necessário ressaltar 

que poucos animais apresentaram uma forma de doença grave até o último ponto de análise e 

obtivemos amostra de apenas 4 animais. Estes fatores podem ter contribuído para o resultado 

encontrado. 

Neste trabalho observamos que com 30 dpi não houve muitas alterações do ponto de 

vista histológico ou transcricional no baço de animais infectados, com exceção da 

hiperexpressão do transcrito de DLK1 neste ponto. A partir de 60 dpi ocorre algumas mudanças 

a nível transcricional nos animais infectados por L. infantum, como a sinalização de IL-21 e 

IFN-γ para a diferenciação de PC, possivelmente devido a interação entre LyT-LyB, além de 

um provável aumento de células DLK1+ nos hamsters com LV.  

Como previsto pela análise trasncriptômica, foi observado a diferenciação e aumento de 

PC na PALS 120 dpi, hiperplasia da área de LyB da PB nos animais com LV. Enquanto 150 

dpi houve atrofia desta área da PB em hamsters infectados, que pode ser decorrente da 

diminuição da quimiotaxia para LyB (CXCL12 e CXCL13) que também ocorreu nestes animais 

durante este período. No ponto final de análise também observamos uma diminuição da resposta 

de centro germinativo, contribuindo para a atrofia da PB observada. A análise transcriptômica 

demonstrou ainda o aumento de moléculas relacionadas com a senescência celular 150 dpi e 

que a sobrevivência dos PC gerados pode ser mantida inicialmente pela secreção de IL-6. 
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6 CONCLUSÕES 

 

1. As vias relacionadas a diferenciação de LyB em hamsters com LV incluem a regulação 

positiva de IL-21 e IFN-γ, e demonstra que DLK1 está associada com as citocinas IL-12 no 

papel de diferenciação de PC; 

2. Nos hamsters com LV ocorre a diminuição da quimiotaxia de LyB/PC; 

3. Hamsters com LV apresentam uma fase de hiperplasia da PB que antecede a atrofia e 

desorganização; 

4. Os hamsters com LV apresentam aumento do trânsito e acúmulo de PC na PALS em estágio 

tardio de infecção. 

Além disso, não houve correlação entre a disproteinemia e as alterações encontradas no 

baço de animais infectados, já que os animais não apresentaram hiperglobulinemia. Devido ao 

método de preservação do material, não foi possível identificar os PC específicos para antígenos 

de L. infantum no baço de animais infectados.  
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