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RESUMO 

 

 A Leishmaniose Visceral é uma zoonose relevante que mais 

recentemente tem afetado  pacientes imunossuprimidos, e tornou-se um sério 

problema para a saúde pública. O objetivo deste trabalho foi de avaliar a 

imunopatologia da infecção com Leishmania chagasi em camundongos BALB/c 

imunossuprimidos com dexametasona até o momento da infecção. Foram 

realizadas culturas de células esplênicas sem estímulo e com estímulo (Ag de 

L. chagasi e ConA) para dosagem das citocinas IFN-γ, IL-2, IL-4 e IL-10, e 

determinação das cargas parasitárias do baço e do fígado. Os grupos 

imunossuprimidos apresentaram os pesos dos baços e porcentagem de CD4 

estatisticamente inferiores aos grupos normais no momento da infecção e nos 

outros momentos de estudo revelaram a produção tanto de citocinas do tipo 

TH1(IFN-γ e IL-2) quanto do tipo TH2 (IL-10). Os grupos infectados se 

comportaram de maneira semelhante, produzindo citocinas tipo TH1 e TH2, 

independentemente da imunossupressão. As cargas parasitárias do baço e do 

fígado destes grupos não apresentaram diferença estatisticamente significante 

em nenhum dos momentos. Sugere-se que a imunossupressão realizada com 

a dexametasona não interferiu na infecção com L. chagasi, provavelmente pelo 

seu efeito reversível. 

 

Palavras-chave: Leishmaniose visceral; imunossupressão; 

imunopatologia; camundongos; interleucinas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Visceral Leishmaniasis is a relevant zoonosis infecting 

immunosuppressed patients, becoming a serious problem to public health in the 

last years. The objective of this study was to evaluate the immunopathology of 

Leishmania chagasi infection in BALB/c mice immunosuppressed with 

dexamethasone until the day of infection. Spleen cells with and without specific 

stimulus (Ag of L. chagasi and ConA) were cultured for cytokine quantification 

(IFN-γ, IL-2, IL-4 and IL-10) and spleen and liver parasite loads were 

determined. Immunosuppressed groups showed statistically lower spleen 

weight and CD4 percentage than normal groups on the day of infection and on 

the other days of the study, showing the production of TH1(IFN-γ and IL-2)  and 

TH2 (IL-10). cytokines. The other infected groups presented the same results, 

producing TH1 and TH2 cytokines, no matter if they were immunosuppressed 

and infected. Spleen and liver parasite loads in these groups did not show 

statistical differences. It was concluded that immunosuppression using 

dexamethasone did not interfere in L. chagasi infection, probably due its 

reversible effect.  

 

Keywords: Visceral leishmaniasis; immunosuppression; 

immunopathology; mice; interleukins 
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1. INTRODUÇÃO 

 As leishmanioses têm como agentes etiológicos, protozoários 

tripanossomatídeos do gênero Leishmania. O gênero Leishmania pode ter sido 

originário na América do Sul, mas sofreu modificações após sua migração para 

a Ásia. São doenças graves e de ampla distribuição geográfica, com uma 

incidência crescente de dois milhões de casos por ano, em que 350 milhões de 

indivíduos estão sob risco de infecção em 88 países (LUKES et al., 2007). 

Noventa por cento dos casos de leishmaniose visceral ocorrem na Índia, 

Bangladesh, Nepal, Sudan e Brasil (MURRAY et al., 2005). 

 A leishmaniose visceral (LV) ou calazar, uma das suas formas de 

apresentação, é uma zoonose de ampla distribuição, tanto no Velho Mundo 

como nas Américas. A enfermidade é causada por um protozoário pertencente 

à ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e gênero Leishmania 

(ROSS, 1903). No complexo Leishmania donovani, atualmente são 

reconhecidas três espécies envolvidas na etiologia da doença: Leishmania 

(Leishmania) donovani (ROSS, 1903) e Leishmania (Leishmania) infantum 

(NICOLLE, 1908) no Velho Mundo e Leishmania (Leishmania) chagasi  

(LAINSON e SHAW, 1987) no Novo Mundo, inclusive no Brasil.  

Alguns pesquisadores acreditam que a L. (L.) chagasi e L. (L.) infantum 

são a mesma espécie, em função de suas semelhanças nas características 

bioquímicas e moleculares (MAURÍCIO et al., 2000). Entretanto, outros autores, 

baseados nas diferenças ecológicas e epidemiológicas, acreditam na hipótese 

de que a L. (L.) chagasi seja realmente uma espécie indígena e autóctone do 

Continente Americano, pois observaram altas taxas de infecção em canídeos 

originários da Amazônia (LAINSON et al., 1987), posicionamento este adotado 

para a definição do agente etiológico neste trabalho.  

São parasitos heteroxenos, completando desta forma o seu ciclo de vida 

em dois hospedeiros: um vertebrado (canídeos, roedores ou humanos) e outro 

invertebrado (dípteros hematófagos) da família Phlebotomidae, pertencentes 

ao gênero Phlebotomus, com várias espécies vetoras no Velho Mundo, e ao 

gênero Lutzomyia, com a espécie Lutzomyia longipalpis, no Novo Mundo. 

Recentemente, foi evidenciada a possibilidade de outras espécies de 

Lutzomyia, tais como a Lutzomyia evansi e Lutzomyia cruzi, agirem como 

vetores (TRAVI et al.,1996; GALATI et al.,1997).  
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 São descritos dois ciclos no calazar: o ciclo silvestre, cujos reservatórios 

são as raposas, e o ciclo doméstico ou peridoméstico, em que o cão (Canis 

familiaris) é o principal reservatório. Tanto no homem quanto nos animais 

vertebrados, apresenta uma fase intracelular e outra extracelular. As formas 

amastigotas parasitam as células do sistema mononuclear fagocitário (SMF), 

principalmente macrófagos. A intensa multiplicação do parasito leva a ruptura 

das células parasitadas, liberando novamente ao meio extracelular amastigotas 

livres, que podem ser novamente fagocitadas pelas células do SMF ou 

ingeridas pelo vetor durante seu repasto sanguíneo. Neste último caso, as 

formas amastigotas transformam-se em promastigotas no tubo digestivo do 

vetor, com conseqüente bloqueio do seu proventrículo o que favorece a 

inoculação das formas infectantes pelo vetor. No novo hospedeiro, essas 

formas promastigotas são fagocitadas pelas células do SMF, perdem o flagelo, 

transformando-se em formas amastigotas (ALENCAR, et al., 1991).  

 No Brasil, a leishmaniose visceral americana (LVA) é doença de 

notificação compulsória, sendo disciplinada a investigação epidemiológica para 

definir as medidas de controle. O programa de controle coordenado pelo 

Ministério da Saúde tem como objetivo reduzir as taxas de letalidade, grau de 

morbidade e riscos de transmissão, mediante controle da população de 

reservatórios, do vetor e pelo diagnóstico e tratamento precoce dos casos 

humanos da doença (BRASIL, 2003).  

 Foi uma doença predominante das zonas rurais até o final da década de 

1970, estando atualmente em franca expansão em áreas urbanas ou 

periurbanas. Sua importância em saúde pública se deve ao aumento do 

número de casos e à gravidade da doença. Estudos de casos humanos e 

caninos têm revelado a ocorrência da urbanização da leishmaniose visceral 

nas grandes cidades brasileiras do Nordeste e, mais recentemente, do Sudeste 

(BADARÓ, 1988; MARZOCHI et al., 1994; OLIVEIRA et al., 2001). O primeiro 

relato de caso autóctone da ocorrência de leishmaniose visceral canina no 

Estado de São Paulo ocorreu em 1998, na cidade de Araçatuba (NEVES, 

2004).  

 No estado de São Paulo, a doença era conhecida apenas pelos casos 

importados, porém, em 1999, foi confirmado o primeiro caso humano autóctone 

no município de Araçatuba. Até dezembro de 2003, mais de 300 casos humanos 
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foram confirmados na região Oeste do Estado de São Paulo, com 35 municípios 

classificados como de transmissão e, destes, 20 apresentam casos humanos 

autóctones (SECRETARIA, 2004). Nos anos de 2004, 2005 e 2006 foram 

registrados 130, 151 e 247 casos humanos, respectivamente (CENTRO DE 

VIGILÂNCIA EPIDEMIOLÓGICA, 2008). 

 A LVA, na atualidade, tem sido apontada como doença reemergente, 

caracterizando nítido processo de transição epidemiológica e apresentando 

incidência crescente nos últimos anos nas áreas onde ocorria tradicionalmente, 

assim como expansão geográfica para os estados mais ao sul do país. Esta 

incidência crescente e um franco processo de urbanização podem ser 

observados em cidades localizadas em regiões distintas, como o Nordeste e 

Sudeste. Cidades como: Boa Vista e Santarém (Região Norte); Terezina, São 

Luiz, Natal e Aracaju (Região Nordeste); Montes Claros e Belo Horizonte, 

Araçuaí, Sabará, Perdões e Rio de Janeiro (Região Sudeste) e Cuiabá (Região 

Centro-Oeste) que já vivenciaram ou vivenciam, recentemente, epidemias de LV 

humana e canina (ALVES e BEVILACQUA, 2004).  

 Os aspectos imunopatológicos na infecção pela Leishmania chagasi tanto 

no paciente normal como no imunocomprometido, devem ser melhor 

compreendidos. Desta forma, os trabalhos de inoculação experimental em 

animais controlados de linhagem específica para estes estudos, visando 

determinar o perfil de citocinas, podem contribuir para o esclarecimento de 

algumas dúvidas  frente a uma doença que está se expandindo rapidamente no 

Brasil, especialmente no Estado de São Paulo que, desde 1999 até 2007 

registrou 1.124 casos humanos da doença (CENTRO DE VIGILÂNCIA 

EPIDEMIOLÓGICA, 2008). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 SAÚDE PÚBLICA: LEISHMANIOSE E HOSPEDEIRO IMUNOSSUPRIMIDO 

 As manifestações clínicas das leishmanioses são variáveis e dependem 

da associação entre as características de virulência da espécie de leishmania 

infectante, e da resposta imunológica do hospedeiro. De acordo com Ferreira 

(2002), os protozoários estão entre os patógenos mais importantes que 

causam infecções em hospedeiros imunocomprometidos. Estes 

microrganismos  infectam indivíduos com a imunidade celular comprometida, 

tais como paciente com transplante cardíaco, renal, neoplasias hematológicas, 

assim como aqueles que utilizam altas doses de corticosteróides e ainda nos 

casos de aids.  

Os protozoários que mais freqüentemente causam doenças em 

pacientes imunocomprometidos são Toxoplasma gondii, Trypanossoma cruzi, 

diferentes espécies de leishmania, e o Cryptosporidium parvum. No caso da 

leishmania, a doença pode ser mucocutânea ou visceral (FERREIRA, 2002). 

Imunossupressão, tanto humoral quanto celular, pode ter diferentes 

conseqüências para o hospedeiro, dependendo da sua magnitude, favorecendo 

inclusive a ocorrência de outras doenças infecciosas com o aumento da taxa 

de infecção/doença, alterações nas manifestações clínicas da infecção ou 

exacerbação do curso da doença (YOUNG, 1981).  

 A aids produz a forma mais grave de imunossupressão conhecida, e 

mais de 100 microrganismos causadores de infecções oportunistas nestes 

pacientes têm sido identificados, sendo muitos deles protozoários intracelulares 

(FERREIRA, 2002). Estas infecções aceleram o curso da aids, pela capacidade 

de muitos microrganismos estimularem citocinas tipo TH2, como por exemplo a 

IL- 4 e IL- 10 (MORROW, et al., 1989, ACTOR et al., 1993, GILKS 1993). 

 Casos de co-infecção de HIV-Leishmania  têm sido relatados em mais 

de 25 países, particularmente os localizados às margens do Mar Mediterrâneo, 

tais como Portugal, Espanha, França, Itália, Grécia e países da África do Norte, 

e, em menor extensão, na África Equatorial, Ásia e países da América do Sul 

(ALVAR 1994, DEDET et al., 1995, GRANDONI et al., 1996, BORGES et al., 

1999). No Brasil, cerca de 80 casos de co-infecção de HIV-Leishmania foram 

documentados. A maioria deles refere-se à forma mucocutânea da doença, e 

poucos casos com a forma visceral (FERREIRA, 2002).  
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Tem sido demonstrado que a aids permite a disseminação do parasito 

para praticamente todos os órgãos e sistemas do corpo, enquanto, por outro 

lado, a leishmaniose acelera o curso da infecção do HIV pela diminuição do 

período de latência da infecção viral (FERREIRA, 2002) e da expectativa de 

vida dos pacientes em áreas onde ambas as doenças são endêmicas (ZHAO et 

al., 2004).  Em pacientes co-infectados, no decorrer do primeiro episódio da 

doença visceral, a taxa de óbito é de cerca de 20% e após um ano, no qual a 

doença reincide uma ou mais vezes, essa taxa é de aproximadamente 70% 

(FERREIRA, 2002). 

 

2.2 RESPOSTA IMUNE 

 Durante a infecção parasitária, o sistema imune controla tanto o número 

de parasitos presentes no organismo quanto à resistência a reinfecção, porém 

pode também induzir a uma patologia associada ao parasitismo. As células T 

desempenham um papel importante nestes eventos, tanto por mediarem 

respostas celulares, quanto na regulação e produção de anticorpos. Os 

linfócitos T constituem-se de duas principais subpopulações: as células CD4 e 

CD8. Em resposta aos antígenos protéicos dos microrganismos, as células T 

CD4 auxiliares podem diferenciar-se em subpopulações de células efetoras 

que produzem distintos grupos de citocinas e, por isto, executam funções 

efetoras. As subpopulações melhor definidas das células T auxiliares são 

designadas TH1 e TH2, sendo o IFN-γ e IL-2 as citocinas características das 

células TH1 e a IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 as citocinas definidoras das células TH2.  

O IFN-γ secretado pelas células TH1 promove diferenciação de TH1 e inibe a 

proliferação das células TH2. Inversamente, a IL-4 produzida pelas células TH2, 

promove a diferenciação da TH2, e juntamente com a IL-10 inibe a ativação das 

TH1. A diferenciação para subpopulações de TH1 e TH2 depende dos principais  

fatores: as citocinas presentes no ambiente da estimulação, o tipo de célula 

apresentadora de antígeno (APC) e a natureza e quantidade de antígeno. A 

principal função das células TH1 é a defesa mediada pelos fagócitos contra 

infecções, especialmente por microrganismos intracelulares, já a do TH2 é nas 

reações imunes mediadas pela IgE e pelos eosinófilos/mastócitos (ABBAS et 

al., 2005).  



REVISÃO DE LITERATURA 

MACHADO, J.G. - 2008 

25

 

 A IL-10 era originalmente descrita como uma citocina produzida 

especificamente por células CD4+ TH2, mas estudos posteriores mostraram que 

esta citocina é secretada tanto por células TH1, quanto por TH2. Novos relatos 

têm mostrado que a produção de IL-10 por células efetoras TH1 auxilia a limitar 

o dano colateral causado por uma inflamação exacerbada. Este controle, 

porém, pode também limitar a eficiência da resposta imune, resultando no 

fracasso em eliminar completamente o patógeno (TRINCHIERI, 2007). 

 

2.3 IMUNOPATOLOGIA DA LEISHMANIOSE VISCERAL 

As leishmanias representam um grupo de parasitos intracelulares que 

infectam macrófagos e que têm desenvolvido mecanismos adaptativos únicos 

para assegurar sua sobrevivência em diversos ambientes devido ao seu ciclo 

de vida. Estes parasitos devem sobreviver tanto frente a condições adversas 

encontradas no sistema digestivo do vetor, quanto evitar a ação destrutiva do 

sistema imune do hospedeiro, enquanto permanecem na corrente sanguínea. 

Para invadir o macrófago, a leishmania utiliza uma variedade de receptores 

celulares mediadores da endocitose. Uma vez dentro do macrófago, o parasito 

é protegido da degradação do fagolisossoma por várias adaptações que inibem 

o mecanismo de defesa celular. Estas incluem a inibição da fusão fagossoma-

endossoma, enzimas hidrolíticas, mecanismos de sinalização celular, produção 

de óxido nítrico e produção de citocinas, em que há redução da produção de 

IL-12, necessária para resposta TH1 e indução da produção de IL-10, 

associada com a supressão da atividade leishmanicida do macrófago 

(CUNNINGHAM et al., 2002). 

 A resistência do hospedeiro à infecção é associada a uma ativação de 

células TCD4+TH1 específicas de leishmania, que produzem IFN-γ que induz a 

destruição dos parasitos intracelulares pelos macrófagos. Os macrófagos 

desempenham um papel importante no curso da infecção servindo como 

células hospedeiras para o parasito, células apresentadoras de antígeno que 

modulam a resposta imune celular específica e, ainda, após a ativação, como 

células efetoras na eliminação do parasito intracelular (ABBAS et al., 2005). 

Para as espécies de leishmania que causam tanto a leishmaniose 

cutânea quanto a visceral, a promoção da cura nos modelos experimentais 

requer resposta imune TH1. No entanto, durante a infecção murina progressiva, 
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com a visceralização do agente, a resposta TH1 é suprimida pelo menos em 

parte por TGF-� e IL-10, com ausência de produção de citocinas TH2 (WILSON 

et al., 2005). Entretanto, na infecção com a espécie cutânea L. major, a 

resposta TH2 suprime as citocinas da resposta TH1 e leva à progressão da 

doença murina (WILSON et al., 2005). Ao contrário do modelo de L. major, o 

conceito TH1 / TH2 não parece explicar a suscetibilidade e a resistência na 

infecção no modelo experimental de L. infantum (HONORE et al., 1998). 

 Murray et al. (1993), utilizando anticorpos monoclonais recombinantes 

anti-IL-2 e IL-2, mostraram o papel da IL-2 na atividade leishmanicida, 

aparentemente pela indução de IFN-γ, e formação de granuloma, com o 

envolvimento de células T L3T4+ (CD4) e Lyt2+ (CD8). 

 Experimentos que utilizam camundongos atímicos BALB/c (nu/nu), e 

experimentos de depleção de células em camundongos BALB/c (nu/+), 

utilizando anticorpos monoclonais anti-CD4 ou anti-CD8, demonstraram a 

necessidade de ambas as células, TCD4 e TCD8, na proteção contra a 

infecção por L. donovani (STERN et al., 1988). Camundongos BALB/c 

infectados com L. donovani demonstraram participações de diferentes 

populações de células no curso da infecção: as células L3T4+ (CD4+) são 

importantes nas duas semanas iniciais, principalmente na formação de 

granulomas hepáticos. Mais tarde, no entanto, esta população de célula 

decresce e a quantidade de células Lyt-2+ (CD8+) aumenta, o que está 

associado à destruição dos parasitos (McELRATH et al., 1988). As células CD8 

estão envolvidas no controle da leishmaniose visceral, participando da resposta 

imune específica presente no fígado (GOMES-PEREIRA et al., 2004). 

 A diversidade na qualidade e quantidade da resposta imune do 

hospedeiro contra a infecção do patógeno é visível quando distintos órgãos são 

examinados, e os modelos experimentais de LV são as mais claras 

representações dessa diversidade. A infecção hepática é usualmente auto-

limitante e a resposta imune hepática é um bom exemplo de resposta 

inflamatória granulomatosa dominada por células mononucleares que 

envolvem células de Kupffer, monócitos, células TCD4 e TCD8 (ENGWERDA 

et al., 2004). Múltiplas citocinas, incluindo IFN-γ, IL-12, IL-4 e níveis moderados 

de TNF produzido no granuloma hepático, contribuem para a proteção do 

hospedeiro no fígado (TUMANG et al., 1994). 
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 O TNF é uma citocina pró inflamatória que coordena o desenvolvimento 

do complexo microarquitetônico do baço e de outros tecidos linfóides e é um 

mediador benéfico para a imunidade anti-leishmania no fígado (KAYE et al., 

2004). Esta citocina induz a ativação do macrófago e formação de granuloma, 

duas atividades importantes no controle da infecção intracelular causada por L. 

donovani. Além disto, o TNFα é importante na indução inicial de resistência à L. 

donovani e resolução da infecção visceral experimental (TUMANG et al.,1994). 

Notavelmente, excesso de TNF no ambiente linfóide é um mediador do dano 

na arquitetura e disfunção imunológica associada a um estado inflamatório 

crônico (ENGWERDA et al., 2004).  

 De acordo com Kaye et al. (2004) a resistência hepática está 

correlacionada com a produção de reativo de oxigênio e reativo intermediário 

de nitrogênio. No estágio inicial da infecção, a produção de ambos tem um 

papel significante na diminuição da multiplicação do parasito. Durante a fase 

mais tardia da infecção, quando a resistência hepática é evidenciada devido ao 

declínio do número de amastigotas, o gene que regula a síntese de óxido 

nítrico (NOS-2) mostra-se mais dominante e a produção de óxido nítrico (NO) é 

refletida principalmente pela ativação dos macrófagos dependentes de células 

T. O IFN-γ estimula macrófagos a produzirem iNOS, enzima que cataliza a 

formação de NO, uma molécula final efetora necessária para a morte do 

parasito intracelular (WILSON et al., 2005). Por outro lado, a produção de 

inibidores do gene NOS-2, IL-10 e TGF-� está correlacionada à redução da 

morte do parasito (MALLA e MAHAJAN, 2006). 

 De forma simultânea, a resolução da infecção hepática é acompanhada 

da perda do controle do crescimento de amastigotas no baço, onde a 

destruição patológica ocorre sem interrupção do hospedeiro (MALA e 

MAHAJAN, 2006).  No entanto, os parasitos persistem no baço e na medula 

óssea por mecanismos que ainda não foram totalmente elucidados. A 

persistência dos parasitos é acompanhada pela falha na formação do 

granuloma e pela variedade de mudanças patológicas, incluindo 

esplenomegalia, alteração da microarquitetura do tecido linfóide e aumento da 

atividade hematopoiética (KAYE et al., 2004).  

 A ativação das células TH2 pelo protozoário resulta no aumento da 

sobrevivência do parasito e exacerbação das lesões em razão das ações 
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supressoras de suas citocinas nos macrófagos (ABBAS et al 2005). A interação 

da Leishmania donovani com os macrófagos resulta na antagonização do 

mecanismo de defesa do hospedeiro pela interferência na cascata de células 

do processo de sinalização celular dos macrófagos (BALARAMAN, et al., 

2004). 

 Nos indivíduos com infecção aparentemente clínica, os tipos de 

respostas TH1 e TH2 não são bem definidos, ambas citocinas ativadoras (IFN-γ, 

e IL-12) e supressoras (IL-10, IL-3, IL-4 e TGF) são detectadas (MURRAY et 

al., 2005). Ansari et al. (2006) observaram  níveis elevados de IFN-γ, IL-10 e IL-

6 durante o calazar ativo, e mínimos de TNF-α, IL-2 e IL-4. Estes resultados 

demonstraram que a resposta tipo 1 não é deprimida durante o calazar ativo e 

sugere a possibilidade de prevalecer a não responsividade  ao estimulo tipo 1. 

A exacerbação da doença associada à resposta imune TH2, envolvendo IL-4 e 

IL-10, não é realmente detectada na infecção visceral experimental (MURRAY  

et al., 1997).  Gomes-Pereira et al. (2004) acreditam que o nível de IL-10 

parece não ser suficiente para inibir a produção do IFN-γ nos leucócitos 

hepáticos e subsequente destruição dos parasitos induzida por IFN-γ. 

 A IL-10 suprime a inflamação durante a infecção crônica cutânea com L. 

major (TRINCHIERI, 2007), no entanto, esta citocina mostra ter um papel na 

suscetibilidade em modelos experimentais da leishmaniose visceral (GOTO E 

LINDOSO, 2004). Nos humanos, a severidade da LV está relacionada com os 

aumentos de IL-10 no soro, como também em lesões teciduais (GHALIB, et al., 

1993). 

 No modelo com camundongos e L. major, a IL-4 se agrupou com as 

citocinas que não protegem por três razões: a indução e expansão de células 

TH2 estavam claramente associadas com um resultado desfavorável da 

infecção; a neutralização de IL-4 por anticorpos ou receptor solúvel de IL-4 

conferiu proteção e funções inibitórias de macrófagos expressas pela IL-4 se 

mostraram mais proeminentes do que seus efeitos estimulatórios (BOGNAN et 

al., 1996). Porém, na leishmaniose visceral, a IL-4 não está envolvida na 

suscetibilidade (GHALIB et al., 1993; GOTO e LONDOSO, 2004). Stager et al. 

(2003) afirmaram que a IL-4 tem um  papel  positivo na imunidade para L. 
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donovani, pois parece regular a deposição do colágeno nos granulomas 

induzidos por L. donovani . 

 Existe uma forte correlação da TGF-� com o curso da carga parasitária, 

no qual altos valores desta citocina coincidiam com picos de carga parasitária 

no baço e no fígado.  Esta citocina tem um importante papel no favorecimento 

da multiplicação do parasito, provavelmente pela desativação da atividade 

leishmanicida do macrófago e inibição do desenvolvimento da resposta imune 

do tipo TH1. Além disto, o TGF-� pode controlar a produção de outras citocinas, 

tendo um importante papel imunorregulatório na infecção experimental com L. 

infantum (GOMES-PEREIRA et al., 2004; ROLÃO et al., 2007). Gantt et al. 

(2003) afirmam que níveis de TGF-β são aumentados consideravelmente em 

camundongos infectados com L. chagasi, e também na medula de humanos 

com leishmaniose visceral aguda. 

 Uma das conseqüências imunopatológicas da leishmnaniose visceral no 

homem é a supressão de resposta de células T, principalmente para o antígeno 

de leishmania (CARVALHO et al., 1981). Estudos sobre imunossupressão em 

hamsters infectados com Leishmania chagasi relatam que a ConA induz 

resposta linfoproliferativa (GOTO e LINDOSO, 2004), mas há ausência de 

resposta quando induzida por antígeno de leishmania (MOOKERJEE, et al., 

2003; GOTO e LINDOSO, 2004). No entanto, Mookerjee et al. (2003) afirmam 

que pode haver dano na resposta linfoproliferativa para mitógenos, tais como 

ConA.  De acordo com Rodrigues et al. (1998), o TGF-β produzido por células 

apresentadoras de antígeno de hamsters infectados com L. donovani 

implicaram na imunossupressão, visto que alto nível de TGF-β foi observado no 

sobrenadante de cultura de células quando a resposta linfoproliferativa induzida 

pela leishmania foi inibida.  
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2.4 MODELOS EXPERIMENTAIS NA  LEISHMANIOSE 

 De acordo com Requena et al. (2000), o hamster dourado (Mesocricetus 

auratus) constitui um excelente modelo para análise da infecção experimental 

causada por cepas viscerotrópicas de leishmania, como a L. infantum. 

Entretanto, o uso deste modelo é limitado, principalmente pela pouca 

disponibilidade de reagentes para estudos imunológicos. Wilson et al. (2005) 

afirmam que, apesar da doença no hamster ser mais semelhante à 

leishmaniose visceral humana progressiva, do que é nos camundongos, este 

ainda não é um modelo adequado para a doença humana. No entanto, 

Rodrigues, et al. (1992) afirmam que este modelo desenvolve a doença similar 

à leishmaniose visceral humana progressiva, com hepatoesplenomegalia, 

hipoalbuminemia, hipergamaglobulinemia e pancitopenia. 

O camundongo é utilizado nos modelos para estudo da L. infantun na 

América do Norte e tem uma vantagem sobre os outros modelos 

experimentais, como os de cães e hamsters, pois reagentes imunológicos para 

camundongos são facilmente acessíveis. Camundongos de linhagens puras 

estão disponíveis, facilmente obtidos e têm a vantagem de proporcionar 

homogeneidade genética comparada às raças propostas de cães de laboratório 

(ROSYPAL et al., 2005). 

 Modelos murinos têm sido estudados por mais de uma década, com o 

objetivo de se determinar quais são os fatores do parasito e do hospedeiro que 

contribuem para o desenvolvimento de suscetibilidade ou resistência durante a 

infecção com leishmania (LIEW, 1989; SCOTT, 1990).  De acordo com 

Grandoni (2001), a infecção de camundongos com Leishmania major é o 

melhor modelo de imunorregulação que ocorre durante a resposta mediada por 

célula para patógenos intracelulares. O camundongo da linhagem BALB/c é 

suscetível a infecção por L. major, enquanto as linhagens CBA, C3H, ou 

C57BL/6 são resistentes.  Na infecção com L. donovani/chagasi/infantum, a 

linhagem de camundongos BALB/c também é suscetível (WILSON et al., 

2005). Enquanto muitas informações são disponíveis sobre a resposta imune 

em leishmaniose cutânea experimental, a natureza da imunidade na 

leishmaniose visceral, que é diferente em muitos aspectos, é pobremente 

compreendida (GOTO e LINDOSO, 2004). 
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 Em geral, a resposta imune devido à infecção de linhagens de 

camundongos com espécies de leishmanias viscerotrópicas, tais como L. 

donovani e L. infantum, são similares às observadas pela L. major em modelos 

de camundongos. No entanto, camundongos BALB/c não parecem exibir uma 

suscetibilidade similarmente elevada a estes parasitos, já que a inoculação 

intravenosa de leishmania viscerotrópica resulta em infecção crônica com auto-

cura (GRANDONI, 2001). Além disto, os fenótipos de citocinas liberadas pela 

leishmania viscerotrópica no modelo de camundongos não são tipicamente de 

resposta do tipo TH2 (KAYE et al., 1991). 

 O modelo da leishmaniose visceral mais estudado  utiliza a linhagem de 

camundongo BALB/c infectado com L. (L.) donovani ou L. (L.) chagasi. Apesar 

desta linhagem ser considerada suscetível, a infecção progride durante as duas 

primeiras até a quarta semana, e então é controlada pela resposta imune do 

hospedeiro (MURRAY et al., 1987). 

 A utilização de linhagens isogênicas em infecções experimentais reduz 

variações genéticas entre indivíduos do mesmo grupo experimental (ROLÃO et 

al., 2004). O resultado da infecção experimental depende da imunidade do 

hospedeiro, da virulência da cepa, do número de parasitos inoculados (TITUS e 

RIBEIRO, 1988) e da via de inoculação (ROLÃO et al., 2004).  

 

2.4.1 INFECÇÃO NA LEISHMANIOSE VISCERAL 

 De acordo com Rolão et al. (2004), a inoculação intraperitoneal de 

Leishmania infantum  em camundongos BALB/c resultou em alta 

homogeneidade da infecção, sugerindo assim que esta via deveria ser 

preferencialmente usada em infecções experimentais que se utilizam deste 

modelo, particularmente quando pools de amostras são requeridos, em estudos 

da imunidade celular. A inoculação intravesosa também produziu a infecção 

progressiva em camundongos, mas os autores observaram alta dispersão de 

valores na carga parasitária dos animais.  

 A inoculação de espécies de leishmanias viscerotrópicas via cutânea 

não desenvolve a forma visceral da doença (MELBY et al., 1998). Por outro 

lado, Ahmed et al. (2003) mostraram que a infecção intradérmica com 107 

parasitos permitiu a progressão da doença visceral, porém com evolução e 

subseqüente resposta imune  menores que na infecção intravenosa, com alta 
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dose infectante, como é amplamente utilizado em modelos murinos de LV. 

Rosypal et al. (2005) também afirmaram que a infecção pela via intravenosa é 

superior à via subcutânea em modelos murinos nas leishmanioses da América 

do Norte. A inoculação intravenosa é mais difícil de ser realizada em pequenos 

animais, como nos camundongos, podendo ocorrer perda de parte do inóculo 

em tecidos adjacentes. A maioria dos estudos com LV utiliza 107 parasitos por 

camundongo e a aplicação de doses diferentes pode dificultar a comparação 

dos resultados (ROLÃO et al., 2004). 

  Camundongos inoculados com número reduzido de parasitos produzem 

citocinas do tipo TH1 (MATTNER et al., 1997), enquanto que camundongos 

inoculados com maior número produzem citocinas tipo TH2 (MENON e 

BRETSCHER, 1996). Se os animais dos quais se obteve o pool dos órgãos são 

inoculados com número variável de parasitos, eles podem desenvolver 

respostas diferentes, e ambos os tipos de citocinas podem ser detectadas. Isto 

pode ser interpretado incorretamente como uma mistura de resposta imune do 

tipo TH1 e TH2 e, desta forma, a avaliação dos resultados obtidos pode não 

refletir exatamente a resposta individual de cada animal (ROLÃO, 2004). 

 De acordo com Mbati (1995), a dose intraperitoneal de 108 

promastigotas de L. donovani é recomendada para o estabelecimento da 

infecção experimental de LV, em camundongos. A dose de 106 resulta em 

carga parasitária variável e doses maiores, como 1011, resultam na morte de 

camundongos BALB/c. Desta forma, devido à diferença dos parasitos e da 

linhagem dos animais, é recomendável que cada laboratório determine a sua 

dose infectante ótima individual, bem como a via de administração.  

 Riça-Capela et al. (2003) infectaram hamsters, sendo que um grupo foi 

com promastigotas de Leishmania infantum e outro com amastigotas e 

observaram que o período de incubação foi mais longo quando utilizaram 

promastigotas. 
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2.4.2 CITOCINAS E CARGA PARASITÁRIA NA LEISHMANIOSE VISCERAL 

 Murray et al. (1987) observaram que durante as quatro primeiras 

semanas da infecção visceral progressiva com  L. donovani, as células do baço 

de camundongos BALB/c falharam na resposta para o antígeno de leishmania 

na produção de linfocinas derivadas de células T ativadas (IL-2 ou  IFN-γ). 

Quatro semanas após a infecção, entretanto, a secreção de IL-2 e IFN-γ 

induzida por antígeno surge e coincide com o início do controle da replicação e 

subseqüente morte de mais de 80% da L. donovani intra-hepática, 

provavelmente devido à ativação dos macrófagos. Esta atividade 

imunossecretora se correlaciona com a resposta do tecido hepático, onde as 

células de Kupffer estão parasitadas. Esta resposta progrediu da fusão das 

células de Kupffer (primeira semana) mais a fusão de células mononucleares 

infiltradas (segunda semana) com a formação do granuloma bem organizado 

(da quarta a oitava semanas). Observaram também que o fracasso inicial na 

produção de IFN-γ induzida por antígeno mostrou-se ser relativamente 

específico, pois a produção de IFN-γ estimulada por ConA não somente 

permaneceu intacta, mas aumentou durante a infecção. 

 Miralles et al. (1994) examinaram tecido hepático infectado, pela 

expressão de genes de citocinas associadas com TH1(IFN-γ e IL-2) e células TH 

2 (IL-4 e IL-10), em camundongos infectados com amastigotas de L. donovani. 

Nas quatro primeiras semanas, a carga parasitária no fígado de camundongos 

(nu/+) aumentou, mas a seguir, com o desenvolvimento da resistência 

adquirida, declinou para níveis baixos. Detectaram, pelo Northern blot, a 

presença de mRNA IFN-γ no fígado. Por meio do RT-PCR qualitativo 

detectaram a presença de mRNA de IFN-γ,IL-2, IL-4 e IL-10, sugerindo, assim, 

a indução de mRNA de citocinas relacionadas tanto com TH1 como TH2. Com a 

detecção de mRNA IFN-γ pelo do Northern blot, sugeriram  que a infecção 

induziu, no fígado, uma resposta preferencialmente tipo TH1. Afirmaram que, 

em camundongos capazes de controlar a infecção pela L. donovani, a resposta 

TH2 é insuficiente para influenciar no resultado, ou mais provavelmente é 

camuflada pela resposta de células T H1.  

 Melby et al. (1998) investigando a resposta imune na infecção cutânea 

ou visceral com L. dononani em modelo murino (BALB/c), observaram que 
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camundongos infectados via cutânea, não desenvolvem parasitismo visceral 

detectável, no entanto, a inoculação intravenosa resultou em 

hepatoesplenomegalia e aumento da carga parasitária visceral. As células do 

baço de camundongos com infecção cutânea localmente controlada revelaram 

uma forte resposta de proliferação parasito específica e IFN-γ, mas as células 

do baço na infecção sistêmica não responderam ao parasito. A expressão local 

de IFN-γ,IL-4, IL10, IL-12 e mRNA iNOS (NO sintase) foi determinada no baço, 

linfonodos  e no ponto da inoculação cutânea. A infecção cutânea localmente 

controlada associou-se com a melhor resposta específica ao antígeno das 

células do baço e aumento marcante do nível de IFN-γ, IL-12 e mRNA iNOS 

nos linfonodos. O parasitismo esplênico progressivo associou-se com a 

resposta inicial de IL-4, e com aumento acentuado de IL-10. 

 Rousseau et al. (1998) relataram que a administração prolongada de 

dexametasona (DXM) induz uma reativação limitada da leishmaniose visceral 

murina, com um padrão não claro de citocinas TH1 e TH2 reduzindo a produção 

das citocinas IL-2, IFN-γ, IL-4 e TNF-α em camundongos BALB/c infectados 

cronicamente. A capacidade das células do baço em produzirem citocinas in 

vitro parece depender do tempo decorrido após a última aplicação de DXM, 

sugerindo uma recuperação parcial das células do baço, sensíveis à DXM. 

Observaram também que a carga parasitária dos camundongos tratados com 

DXM na fase crônica da infecção com L. infantum aumentou apenas no baço, 

não havendo reativação da leishmania. Nos animais tratados com 

dexametasona fosfato de sódio por via subcutânea, três vezes por semana (2 

mg/kg) a contagem de CD4, CD8 e CD3 mostrou números  reduzidos a 

aproximadamente 80% no 31o dia de tratamento, em comparação com os não 

infectados e não tratados.  

 Honoré et al. (1998) monitoraram a infecção com diferentes cepas de L. 

infatum, mensurando a carga parasitária pela técnica de microtitulação no baço 

e no fígado de camundongos BALB/c e C57B1/6  nos dias 9, 22, 44 e 87 pós-

infecção. Os autores relataram que perfis similares para as diferentes cepas 

foram observados nas duas linhagens de camundongos, sugerindo a 

predominância do papel da cepa de leishmania no processo de viscerilização. 

Observaram que nas cepas classificadas como “visceralizantes” (persistência 
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de carga parasitaria elevada no baço e no fígado), a infecção estabilizou-se 

com três semanas, com carga parasitária alta no baço e fígado. Depois do dia 

22, a carga parasitária hepática estagnou ou houve redução, considerando-se 

que o número de parasitos continuou a aumentar no baço até pelo menos o dia 

44 e permanecendo superior ao fígado até o dia 87, tanto no BALB/c quanto no 

C57B1/6. Nas cepas classificadas como “regulatórias” (carga parasitária 

declina depois do dia 22) após o estabelecimento da infecção, a carga 

parasitária declinou rapidamente no dia 22 tanto no baço quanto no fígado, 

com contagem baixa ou indetectável no dia 87. Até o dia 22, a carga parasitária 

do fígado para ambas as cepas foi maior que a do baço. 

 Gangneuxs et al. (1999) avaliaram o efeito da terapia imunossupressora 

no curso da infecção por Leishmania infantum no modelo murino por meio da 

imunofenotipagem das células do baço, carga parasitária dos tecidos e 

produção de citocinas (IL-4 e IFN-γ). Utilizaram promastigotas de L. infantum, 

isoladas de pacientes com aids, para infectar  via intravenosa (dia 0) um grupo 

controle sem tratamento, e dois grupos de camundongos BALB/c, sendo que 

ambos foram tratados a partir do dia 10 dia até 40o dia, um grupo com acetado 

de hidrocortisona (HA) e o outro com  dexametasona (DXM) e pentoxifilina 

(PTX). A carga parasitária do baço e fígado, imunofenotipagem e dosagem das 

citocinas foram realizadas no dia 65. Os autores observaram que com a 

administração do HA houve aumento da carga parasitária no baço em 

comparação ao grupo controle, mas ela não se alterou no fígado. Por outro 

lado, nos camundongos tratados com DXM+PTX, houve aumento significativo 

no baço e fígado, em relação ao grupo controle. Nos dois grupos, a 

porcentagem de células do baço CD4 e CD8 não revelou diferença 

estatisticamente significante em relação ao grupo controle. A análise da 

produção de citocinas após a terapia imunossupressora mostrou decréscimo 

na produção de IFN-γ no sobrenadante da cultura de células, em comparação 

ao  controle. O nível de IL-4 não diferiu entre os três grupos. Verificaram ainda 

que o aumento da carga parasitária não estava associado com o imunofenotipo 

de células específicas do baço ou perfil de secreção de citocinas TH1 e TH2.  

 Melby et al. (2001), para entenderem melhor o mecanismo relacionado 

ao controle da infecção por L. donovani, estudaram a evolução e a resposta 

imune celular esplênica em modelo murino (Balb/c), que é o mais 
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representativo da infecção subclínica humana. Para tanto, analisaram a 

produção in situ de IL-4, IL-10, IL-12, IFN-γ e TGF-� por imunoistoquímica. 

Observaram que, após a inoculação sistêmica de L. donovani, os parasitos se 

localizaram primariamente, em grande quantidade, nos macrófagos esplênicos 

da polpa vermelha. No início do curso da infecção, observaram que a produção 

de IL-10 na zona marginal e a produção de TGF-β por células da polpa 

vermelha foram mais intensas. Estas citocinas inibidoras de macrófagos podem 

contribuir para estabelecimento da infecção e a replicação inicial do parasito. 

No 280 dia da infecção, quando a carga parasitária no baço e fígado começou a 

declinar, o número de células do baço produtoras de IL-10 iniciava o retorno 

para níveis basais, mas  a produção de  IFN-γ  era alta e o número de células 

produtoras de IL-12 foi aumentando drasticamente. Além disto, as células T e 

células dendríticas migraram para o folículo linfóide e zona marginal da polpa 

vermelha, onde os parasitos estavam localizados. Estes achados sugerem que 

o controle da infecção está associado com a produção de IFN-γ e IL-12, e a 

migração de células T e dendríticas para o local do parasitismo crônico. 

 Murphy et al. (2001) examinaram o papel da IL-10 na resistência durante 

a infecção por L. donovani. O curso da infecção foi examinado em 

camundongos BALB/c e C57BL/6 que não apresentavam o gene da IL-10 e 

estes animais foram resistentes a infecção, de acordo com a carga parasitária 

do fígado que foi dez vezes menor que no grupo controle, após 14 dias de 

infecção. Uma maior resistência foi acompanhada pelo aumento da produção 

de IFN-γ e óxido nítrico nos camundongos BALB/cIL-10-/-. A suscetibilidade nos 

camundongos BALB/cIL-10-/- infectados foi maior após tratamento in vivo com 

anticorpos neutralizantes para IFN-γ ou IL-12. Estes estudos demonstram que 

inicialmente a IL-10 é um componente crítico na resposta imune que inibe a 

resistência para L. donovani. Além disso, sugere-se que a IL-10, uma citocina 

supressora de muitos efeitos microbicidas dos macrófagos, contribui para a 

patogênese da leishmaniose visceral.  

 Murray et al. (2003) observaram que tratamentos com anticorpos 

monoclonais  anti-receptores para IL-10 (IL-10R)  induziram morte dos 

parasitos intracelulares por macrófagos do fígado de camundongos normais 

infectados com L. donovani. O bloqueio do receptor de IL-10 mantido pela 
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proteína 40 da IL-12 aumentou consideravelmente o nível de IFN-γ no soro. 

Como propiciado pelo bloqueio da IL-10R, a IL-10 endógena, primariamente 

regula a morte da L. donovani na infecção, pela supressão da produção assim 

como da resposta de citocinas do tipo TH1(IL-12 e IFN-γ).  

 Engwerd et al. (2004) pesquisaram a carga parasitária no fígado e no 

baço de camundongos infectados com amastigotas de L. donovani. No fígado, 

o aumento das amastigotas foi evidente nos primeiros momentos pós-

inoculação (p.i.), mas foi controlado por volta do dia 28 p.i. com a resposta do 

tecido com granulomas maduros. No entanto, após a fase aguda, em que a 

replicação das amastigotas não é evidente, o baço mostra uma exagerada 

esplenomegalia, perda da microarquitetura e persistência da presença de 

amastigotas.  

 Rolão et al. (2007) caracterizaram o curso da infecção e resposta 

imunológica desenvolvida pela L. infantum em camundongos BALB/c 

infectados. A carga parasitária foi determinada por PCR em tempo real  

enquanto a produção de citocinas e imunoglobulinas foi avaliada pelo ELISA. O 

DNA da leishmania foi detectado no baço e no fígado logo no primeiro dia pós-

inoculação e este parasitismo foi sustentado até o fim do experimento. A 

cinética das citocinas no baço e no fígado estava geralmente associada com a 

oscilação da carga parasitária, e foi uma particularidade evidenciada nas 

células não estimuladas. Não foi observado padrão distinto de produção de 

citocinas TH1 e TH2. Os camundongos infectados desenvolveram uma resposta 

imune mista, com produção concomitante de IFN-γ, IL-4 e IL-10, no baço e no 

fígado e ambos os tipos de IgG (IgG1 e IgG2a). Os resultados sugerem que, 

comparado com o fígado, o baço é mais suscetível à infecção com L. infantum.  

 

2.5 CORTICOSTERÓIDE 

 Os corticóides são hormônios de natureza esteroidal produzidos na 

porção cortical das glândulas adrenais e constituem três famílias: os 

glicocorticóides, os mineralocorticóides e os andrógenos adrenais (SPINOSA et 

al 2002). O efeito anti-inflamatório e imunossupressor dos glicocorticóides 

ocorre devido às seguintes ações: interferem na circulação das células imunes, 

diminuindo o número de linfócitos periféricos, principalmente linfócitos T e 
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inibem o acúmulo de neutrófilos no local da inflamação; promovem apoptose 

das células linfóides; inibem a síntese de citocinas; modulam direta e 

indiretamente a função das células B; inibem a resposta dos monócitos ao fator 

de estimulação de colônias e sua diferenciação em macrófagos, também 

inibindo as suas funções fagocíticas e citotóxicas; inibem o movimento de 

células e fluídos a partir do compartimento intravascular e inibem a ação da 

histamina, a síntese das prostaglandinas e a ação dos ativadores do 

plasminogênio (FINAMOR et al. 2002). 

 Os glicocorticóides, conhecidos como hormônios do estresse, 

geralmente suprimem a resposta inflamatória, como também a imunidade 

específica (MOYNIHAN et al., 1998). O acetato de hidrocortisona e a 

dexametasona são drogas anti-inflamatórias imunossupressoras utilizadas em 

amplo espectro em doenças humanas e animais. Estas drogas utilizadas 

isoladamente ou em combinações, têm vários efeitos imunossupressores e 

podem alterar o curso da infecção do Toxoplama gondii e da Leishmania 

spp(GANGNEUXS et al 1999), mas seu efeito no perfil TH1 e TH2 não é claro 

(ROUSSEAU et al 1998). A dexametasona inibe vários aspectos da imunidade 

citomediada, incluindo linfoproliferação induzida por mitógeno e antígeno assim 

como diminuição da produção de citocinas, incluindo IL-2 e IFN-γ (BAUS et al., 

1996). 

De acordo com Elenkov (2004) os glicocorticóides causam 

imunossupresssão seletiva da imunidade celular TH1 e uma mudança em 

direção à imunidade humoral mediada por TH2. Franchimont et al. (1998) 

investigando o efeito da DXM  no perfil da secreção de citocinas em culturas de 

células totais do sangue de pacientes saudáveis observaram que a 

dexametasona inibiu a secreção de IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-γ, no entanto, esta 

inibição foi mais evidente em citocinas do tipo 1 do que do tipo 2. Estes autores 

concluíram que os glicocorticóides podem induzir a mudança de secreção de 

citocinas do perfil TH1 para o perfil TH2. Esta alteração no balanço da produção 

de citocinas do tipo TH1 e TH2 poderia ser esperada por ter consequências para 

finalizar as funções imunes efetoras, resultando em aumento da resposta 

imune humoral e ainda supressão da resposta imune mediada por células 

(MOYNIHAN et al., 1998). 
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 Moynihan et al. (1998) usando um modelo experimental sem infecção 

sugeriu que o glicocorticóide poderia regular diferencialmente a produção de 

citocina TH1 versus TH2. Observaram que a dexametasona suprimiu a 

produção de IL-2, IL-4 e IFN-γ. Krouwels et al. (1996) observaram que a 

produção de IFN-γ foi significativamente menos inibida que a produção de IL-4 

e IL-5, favorecendo o perfil TH1. De acordo com Ramierz et al. (1996) 

glicocorticóides favorecem a produção de citocinas do tipo TH2. Daynes et al. 

(1989) mostraram que baixas concentrações de dexametasona são capazes de 

aumentar a produção de IL-4 por linfócitos. 

 Lebrec et al. (1994) avaliaram o efeito imunossupressor de várias 

drogas, utilizando protocolos padronizados desenvolvidos por embasamento  

imunotoxicológico. No estudo foram utilizadas drogas sem efeito 

imunossupressor (amoxicilina, cimetidina, etc) em um grupo controle e no outro 

grupo, drogas com efeitos imunossupressores, sendo que uma destas foi a 

dexametasona. Foram avaliadas a imunopatologia, a função imune e a 

resistência do hospedeiro para Listeria monocytogenes após 28 dias de 

aplicação destas em camundongos B6C3F1 (C57B1 X C3H/HeJ). A 

dexametasona foi diluída em 0,1% de solução de etanol e administrada por via 

oral nas doses de 0,02; 0,1; 0,5 mg/Kg/dia. Observaram que quase todos os 

parâmetros da imunidade citomediada foram afetados no caso do tratamento 

com dexamatasona e que esta foi a droga imunossupressora mais potente  em 

relação às modificações de parâmetros imunopatológicos. Os pesos dos baços 

foram de 94,4; 71,6 e 46,2 nas doses de 0,02; 0,1 e 0,5 mg/Kg/dia, 

respectivamente.  

 Kunicka et al. (1993) estudaram o efeito da administração intraperitoneal 

da dexametasona em camundongos BALB/c, na proliferação de linfócitos 

induzida por anti-CD3 e na produção de linfocinas. Os resultados apontaram  

secreção de linfocinas induzidas por doses ótimas de anti-CD3 in vitro foi 

diferencialmente afetada pelo tratamento in vivo com dexametasona. Os níveis 

de IL-1α, IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-γ foram decrescentes com o tratamento com a 

dose mais baixa de DXM (30mg/Kg), enquanto doses altas foram requeridas 

para inibir a produção de IL-2, IL-3 e TNF. Observaram que, embora a 

administração de uma única dose de DXM (30mg/Kg por 4 horas) resultasse 
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em uma significante supressão da produção de linfocinas e da proliferação de 

células, que precede uma significante perda de células, a DXM poderia ser 

usada como um modelo reversível de imunossupressão.  

 Miller et al. (2007) caracterizaram a imunossupressão e recuperação por 

dexametasona 21-fosfato com cloreto de tetraciclina fornecidos pela água, 

utilizando camundongos C57BL/6 para a produção de oocistos de 

Cryptosporidium parvum.  Estes autores concluíram que a imunossupressão 

por DXM em camundongos é um estado complexo associado com a depressão 

dos linfócitos CD4 e uma pronunciada elevação de neutrófilos maduros. A 

contagem de CD8 inicialmente apresentou um decréscimo, mas após a décima 

primeira dose de DXM, pode-se observar um aumento gradual destas células, 

mesmo na presença de dexametasona. A generalizada linfopenia e a intensa 

diminuição nos tamanhos do baço e timo encontradas, demonstram o efeito 

sistêmico da dexamatasona.  

 Enquanto são disponíveis informações sobre a resposta imune na 

leishmaniose cutânea experimental, a natureza da imunidade na leishmaniose 

visceral, que é diferente em muitos aspectos, é pobremente compreendida 

(GOTO e LINDOSO, 2004). Com a atual relevância das complicações na 

leishmaniose visceral em hospedeiros imunossuprimidos, é de extrema 

importância conhecer o comportamento imunológico nesta situação para que 

se possa minimizar as conseqüências da infecção, seja pelos tratamentos 

quimioterápicos ou pela utilização de citocinas exógenas.  
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Estudar aspectos da imunopatologia ligados á infecção com a L. chagasi 

em camundongos BALB/c imunossuprimidos com dexametasona 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1) Avaliar o efeito da imunossupressão por dexametasona no peso 

corpóreo e no baço dos camundongos 

 

2) Avaliar o efeito da imunossupressão com dexametasona na 

porcentagem de células TCD4 e TCD8 no sangue de camundongos 

 
3) Avaliar a produção de citocinas em grupos de camundongos BALB/c 

imunossuprimidos com dexametasona  e infectados ou não com L. 

chagasi  

 
4) Avaliar os efeitos da imunossupressão pela dexametasona na carga 

parasitária em baço e fígado de camundongos infectados com L. 

chagasi
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

Trabalho aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia da FMVZ-UNESP-Botucatu. 

 

4.1 Animais utilizados 

 Foram utilizados 89 camundongos machos com cinco semanas de 

idade, da linhagem BALB/c, adquiridos no Centro Multidisciplinar para 

Investigação Biológica –CEMIB – UNICAMP – Campinas/SP. Estes foram 

mantidos em caixas de polipropileno com ração comercial sob a forma de 

pellets e água ad libitum. Estas caixas ficaram em estante ventilada ALESCO 

modelo ALE 99002-001 com “no break” localizada em sala adequada com 

janelas e portas teladas com malha de naylon fina, no Departamento de 

Higiene Veterinária e Saúde Pública da FMVZ-UNESP-Botucatu-SP.  

 

4.2 Parasito 

 Foram utilizadas formas amastigotas de Leishmania chagasi cepa 

M6445, fornecida pelo Laboratório de Protozoologia do Instituto de Medicina 

Tropical de São Paulo – Faculdade de Medicina da USP. A cepa foi mantida 

em hamster Sírio Dourado (Mesocricetus auratus), criados no Núcleo de 

Pesquisa em Zoonoses da FMVZ-UNESP-Botucatu/SP, com passagem da 

cepa realizada a cada dois meses.   

 

4.3 Grupos de animais 

 - GRUPO I: 21 camundongos BALB/c normais  

 - GRUPO II: 23 camundongos BALB/c imunossuprimidos com dexametasona 

até momento 0 

 - GRUPO III: 22 camundongos infectados com L. chagasi no momento 0 

 -GRUPO IV: 23 camundongos imunossuprimidos (dexametasona) até o 

momento 0 e infectados com L. chagasi no momento 0 
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4.3.1 Imunossupressão 

Os grupos II e IV foram imunossuprimidos com 6,65 mg/kg de 

dexametasona fostato de sódio1 intraperitoneal uma vez ao dia durante 22 dias 

(BUFFET et al., 1995). Os grupos I e III foram inoculados com “água de 

injeção” pela mesma via e freqüência determinadas no protocolo de 

imunossupressão. No momento 0 do experimento, a imunossupressão foi 

suspendida nos grupos II e IV e realizou-se a infecção dos grupos III e IV. Nos 

momentos 0, 3, 7, 14 e 21 foram sacrificados quatro animais de cada grupo, 

totalizando 16 animais por dia. Todos os animais foram pesados na véspera do 

início da imunossupressão e dos momentos de eutanásias. Durante a coleta 

dos materiais dos animais sacrificados os baços foram pesados. Durante o 

período da imunossupressão, morreram dois animais do grupo I, quatro do 

grupo II, um do grupo III e três do grupo IV. 

 

4.3.2 Infecção experimental 

 O protocolo de infecção dos grupos III e IV foi realizado de acordo com 

Stauber (1958). Amastigotas de L. chagasi (cepa M6445) foram obtidas a partir 

do baço de hamster dourado infectado, por meio de centrifugação diferencial. A 

capela de fluxo laminar foi esterilizada, bem como todo o material utilizado: 

pinças, tesouras, lâminas, tubos Falcon, macerador de órgãos, etc. O hamster 

foi sacrificado ao redor de dois meses e meio após a infecção. A seguir foi 

mergulhado e lavado em um banho de álcool iodado e levado para a capela do 

fluxo. Com o auxílio de pinças e tesouras estéreis, o baço foi acessado pelo 

flanco dorsal esquerdo, retirado e acondicionado em uma placa de Petri estéril, 

previamente pesada. A placa foi pesada novamente, para proceder-se o 

cálculo do seu peso. Com um fragmento do baço, realizou-se “imprint” em 

lâmina que foi então corada pela técnica rápida descrita como Panótico. A 

seguir, o mesmo foi retirado da placa e acondicionado em tubo tipo Falcon com 

5 mL de solução salina estéril, e mantido em um béquer com gelo até o final do 

procedimento. A contagem do número de formas amastigotas presentes foi 

realizada de acordo com a fórmula:  

N0 de amastigotas no baço = n0 amastigotas /100 cél. nucleadas x peso do 

baço (mg) x 2x105 
                                                           
1 Decadron – Aché Laboratórios Farmacêuticos 
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 O baço foi macerado em 5 mL de solução salina em macerador 

apropriado, até a obtenção de uma solução homogênea que foi transferida para 

um tubo Falcon de 15ml, centrifugada durante 10 minutos, a 400 RPM, a 40C. 

O sobrenadante foi transferido para outro tubo Falcon de 15 mL, centrifugando-

se por 10 minutos, a 2800 RPM, a 40C. Desta vez, o sobrenadante foi 

desprezado e o “pellet” foi ressuspenso no volume necessário para a obtenção 

de 108 amastigotas/ml de acordo com cálculos a seguir:  

N0 de amastigotas no baço/volume que será diluído = n0 amastigotas/mL. 

 A dose infectante utilizada foi de 107amastigotas. Fixou-se o volume de 

100µl, que é pertinente ao tamanho dos animais e à via proposta, que foi a 

intravenosa, no seio infra-orbitário. Os animais foram anestesiados com 

Ketamina2 / Xilazina3, na dose 100mg/Kg e 10mg/Kg, respectivamente, por via 

intramuscular de acordo com Curl et al. (1983).  
 

4.4. Citometria de Fluxo 

No momento 0, antes da infecção, foi coletado sangue dos animais 

imunossuprimidos (II e IV) e normais (I e III) pelo seio infra-orbitário e as 

amostras foram processadas para a realização da citometria de fluxo com a 

finalidade de se avaliar a imunossupressão realizada previamente.  Pipetou-se 

100µL do sangue homogeneizado em tubo próprio para a leitura e então foram 

acrescentados o anticorpo CD4 anti-camundongo conjugado com FITC 

(Pharmigen® rat IgG2a, H129,19) e anticorpo CD8 anti-camundongo conjugado 

com PE (Pharmigen® rat IgG2a, 53-6.7) (Rousseau et al, 1998) para marcação 

das células CD4 e CD8. As amostras foram mantidas durante 30 minutos em 

temperatura ambiente na ausência de luz. Após este período, acrescentou-se o 

tampão de lise de hemácias (BD Biosciences®) e após 15 minutos as amostras 

foram processadas no aparelho BDFACS - Calibur, no Laboratório de 

Citometria de Fluxo localizado no Hemocentro do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Botucatu/SP. 

 

 

 

                                                           
2 Cetamin – Lab. Syntec do Brasil, Campinas/SP 
3 Anasedan – Vetbrands Saúde Animal, Jacareí/SP. 
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4. 5. Determinação da carga parasitária 

 A carga parasitária foi quantificada pela técnica de microtitulação em 

cultura. Foram utilizados fragmentos de baço e fígado, pesados, e a seguir 

macerados com pistilo em cadinho com 4 mL de meio drosophila de Schneider, 

suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado e com 

penicilina/estreptomicina 10000UI/mL e 10mg/mL, respectivamente (Cultilab®). 

Sob condições estéreis, foram preparadas placas de microtitulação com 96 

poços, sendo que em cada poço foram pipetados 225µL de meio de cultura, 

exceto na coluna número um, na qual foram pipetados 300µL da suspensão de 

células do baço e do fígado. Cada amostra foi processada em quadruplicata. 

Na seqüência foram adicionados 75 µL sobre os 225µL já existentes, 

diluindo o macerado em sucessivas passagens na base 4, variando de 4 a 

1/4.194.304 . As placas foram incubadas por oito dias, em estufa bacteriológica 

a 280C e a leitura foi realizada em microscópio invertido, com aumento de 

200x. A escolha do intervalo de oito dias foi para a padronização do 

cronograma de leituras das placas, pois após 14 dias a qualidade nutricional do 

meio está bastante comprometida, e as promastigotas podem morrer, 

inviabilizando a leitura.  

 A presença de pelo menos um parasito no poço analisado determina a 

positividade, e, por conseguinte, o valor que foi utilizado para se calcular a 

média geométrica utilizada na fórmula para a quantificação da carga 

parasitária, de acordo com Buffet et al. (1995). 

 

4. 6  Dosagem de citocinas 

 4.6.1 Obtenção de sobrenadante de cultura de células esplênicas. 

Aproximadamente metade do baço dos camundongos foi retirado, 

colocado em placas de Petri estéreis de 20 x 100mm contendo 4mL de meio de 

cultura de células RPMI1640, e macerado com a ajuda de uma peneira de 

nylon e pistilo. O material foi recolhido e centrifugado em tubos tipo falcon de 

15mL, durante 10 minutos, a 1500 RPM. Em seguida, o sobrenadante foi 

desprezado e o botão celular desprendido e homogeneizado com 1mL de meio 

completo de RPMI 1640 acrescido de 10% de soro fetal bovino, 1% de 

penicilina(10000UI/mL)/estreptomicina (10mg/mL) e enriquecido com L-

Glutamina a 1%. A concentração final foi ajustada para 5x106 células/mL, após 
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a contagem em câmara Neubauer com o líquido de Turk. A seguir, 900 µL 

dessa suspensão foram distribuídos em placas de microcultura de 48 poços 

com fundo chato. Essas células foram cultivadas com mais 100 µL de meio 

completo ou com 100 µL dos estímulos diluídos (10µg/mL de mitógeno 

Concanavalina-A e 10µg/mL de antígeno sonicado de Leishmania chagasi). 

Estas culturas foram incubadas em estufa com temperatura controlada a 370C 

em tensão de 5% de CO2, por 48 horas para, então, realizar a colheita do 

sobrenadante, que foi armazenado e congelado em frascos de criopreservação 

em freezer a -80oC para posterior dosagem das citocinas. 

O estímulo específico com L. chagasi foi obtido a partir de cultura de 

promastigotas em meio Schneider. Esta cultura foi centrifugada a 3000 rpm, 

lavada três vezes com solução salina e ressuspendida em 10 mL de solução 

salina. Foi sonicada por 6 ciclos, a 4 0 C, 50% durante 30” no sonicador do 

Departamento de Parasitologia do Instituto de Biociências da UNESP-Botucatu-

SP, e a dosagem da proteína foi realizada com o método de Lowry (1951) no 

Departamento de Bioquímica. 

 

4.6.2 Determinação de citocinas pelo método de ELISA sanduíche 

 Os níveis de IL-2, IFN-γ, IL-4, IL-10 dos camundongos foram detectados 

em sobrenadantes de culturas de células esplênicas com ou sem estímulo   

pelo método de ELISA, realizado acordo com a orientação do fabricante (R&D 

Systems®).  

Para realização do ELISA sanduíche, a placa de 96 poços foi 

sensibilizada com o anticorpo de captura, em seguida, ela foi bloqueada para 

posteriormente adicionar a amostra que foi testada. Acrescentou-se o anticorpo 

de detecção, a enzima, o substrato e o ácido para parar a reação. A 

quantificação da citocina em questão foi realizada em um programa estatístico 

(Prism®) de acordo com a leitura da curva utilizada nas placas como controle. 

 

4.6.3 Análise estatística 

 Foi utilizada a Análise de Variância para analisar as diferenças entre os 

grupos na dosagem das citocinas e peso dos camundongos; o teste t de 

Student para indicar diferenças na porcentagem de células CD4 e CD8 e da 

carga parasitária no baço e fígado; o teste de Tukey para indicar a diferença 



MATERIAL E MÉTODOS 

MACHADO, J.G. - 2008 

49

 

nos pesos dos baços entre os grupos e a Análise de Variância Fatorial para 

demonstrar interação entre infecção e imunossupressão (TRIOLA, 2005). 
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5. RESULTADOS  

 

Os resultados apresentados são de um experimento, representativo de 

dois realizados.  

 

5.1 Peso dos camundongos 

Os animais de todos os grupos foram pesados na véspera da 

imunossupressão e nos momentos de eutanásia. De acordo com a Tabela 1, 

no início do experimento todos os grupos não apresentaram diferença 

significativa no peso inicial. No final da imunossupressão, momento -1, as 

médias dos pesos dos camundongos dos grupos II (imunossuprimidos até o 

momento 0) e IV (imunossuprimido até o momento 0 e infectado) foram 

significativamente menores que os grupos não imunossuprimidos (I e III). No 

momento 2, apenas o grupo II diferiu estatísticamente dos outros. Nos 

momentos 6 e 13, os grupos II e IV não foram  diferentes estatísticamente entre 

si, mas significativamente inferiores ao grupo III (infectado). Na véspera do 

último dia de eutanásia (20) as médias dos pesos dos camundongos de todos 

os grupos não apresentaram diferença estatística. Na Figura 1 é possível 

observar que os grupos II e IV (imunossuprimidos até o momento 0) se 

comportaram de maneira semelhante e isto se repetiu com os grupos I e III 

(não imunossuprimidos). 

 

TABELA 1. Peso (g) dos camundongos Balb/c na véspera da imunossupressão realizada com 

dexametasona (6,65mg/Kg/dia IP durante 22 dias) e dos momentos de eutanásia (-1,2,6,13 e 20) 

segundo os grupos I (normal), II (imunossuprimido até momento 0), III (infectado com L. chagasi 

no momento 0) e IV (imunossuprimido até momento 0 e infectado com L. chagasi no momento 0) 

representado pela média ± erro-padrão. Botucatu-SP, 2008.  

Momento I II III IV 

Véspera da imunossupressão 21,71a ± 0,26 21,52a ± 0,30 22,13a ± 0,16 22,20a ± 0,24 

-1 24,58b ± 0,28 20,17a ± 0,28 25,35b ± 0,28 20,66a ± 0,25 

2 24,29b ± 0,26 20,89a ± 0,28 25,21b ± 0,34 21,38b ± 0,36 

6 24,69bc ± 0,24 23,22a ± 0,46 25,92c ± 0,44 23,36ab ± 0,33 

13 25,75ab ± 0,46 24,34a ± 0,62 26,70b ± 0,52 24,39a ± 0,38 

20 26,35a ± 0,76 25,70a ± 1,11 27,60a ± 1,03 26,33a ± 0,52 

Estatística: Valores de média seguidos de letras diferentes indicam diferenças significativas entre os 

grupos, pela Análise de Variância, considerando �=0,05. 
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FIGURA 1. Peso (g) dos camundongos Balb/c na véspera da imunossupressão (V.I.) realizada 

com dexametasona (6,65 mg/Kg/dia IP durante 22 dias) e dos momentos de eutanásia (-1, 2, 6, 

13, 20)  segundo os grupos I (normal), II (imunossuprimido até momento 0), III (infectado com L. 

chagasi no momento 0) e IV (imunossuprimido até momento 0 e infectado com L. chagasi no 

momento 0). Botucatu-SP, 2008.  

 
 
5.2 Peso dos baços 

Quanto ao peso dos baços, no momento 0, as médias dos grupos II e IV 

(imunossuprimidos até o momento 0) foram significativamente menores que as 

médias dos grupos I e III, que não foram imunossuprimidos (Tabela 2). No 

momento 3, o único grupo diferente estatísticamente foi o grupo III que foi 

infectado no momento 0. No momento 7, os grupos III (infectado) e IV 

(imunossuprimido infectado) não apresentaram diferença estatística, no 

entanto, o grupo II apresentou valor significativamente menor que os outros 

grupos. Nos momentos 14 e 21, os valores para o grupo II não apresentaram 

diferença estatística do I (normal), mas estes foram diferentes dos infectados 

(III e IV). Na Figura 2 é possível observar que os pesos dos baços dos grupos II 

e IV aumentaram, no entanto, os grupos infectados (III e IV) apresentaram 

pesos maiores. 
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TABELA 2. Peso (mg) dos baços dos camundongos Balb/c nos momentos de eutanásia (0, 3, 

7, 14 e 21) segundo  os grupos I (normal), II (imunossuprimido até momento 0), III (infectado com 

L. chagasi no momento 0) e IV (imunossuprimido até momento 0 e infectado com L. chagasi no 

momento 0) representado pela média ± erro-padrão. Botucatu-SP, 2008.  

Momento I II III IV 

0 119,00b ± 10,42 31,50a ± 4,87 110,25b ± 4,09 27,00a ± 1,22 

3 101,75a ± 3,66 70,75a ± 4,77 187,00b ± 11,11 114,25a ± 18,22 

7 113,33b ± 1,76 78,00a ± 2,42 165,75c ± 8,41 157,50c ± 8,97 

14 111,75a ± 7,16 97,50a ± 8,67 187,00b ± 6,24 174,75b ± 4,91 

21 128,75a ± 6,22 116,50a ± 2,02 199,25b ± 8,71 219,50b ± 26,60 

Estatística: Para cada momento, médias seguidas de letras diferentes indicam diferenças 

significativas entre os grupos pelo teste de Tukey; a Análise de Variância Fatorial não 

demonstrou interação entre infecção e imunossupressão. 
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FIGURA 2. Peso (mg) dos baços dos camundongos Balb/c nos momentos de eutanásia (0, 3, 

7, 14 e 21) segundo os grupos I (normal), II (imunossuprimido até momento 0), III (infectado com 

L. chagasi no momento 0) e IV (imunossuprimido até momento 0 e infectado com L. chagasi no 

momento 0). Botucatu-SP, 2008.  

 



RESULTADOS 

MACHADO, J.G. - 2008 

53

 

5.3 Porcentagem de células CD4 e CD8 no sangue dos camundongos 

 Nas Tabelas 3 e 4 pode-se observar que no momento 0, as médias das 

porcentagens de células CD8 e CD4 no sangue dos animais imunossuprimidos 

apresentaram diferenças estatísticas e foram superiores e inferiores, 

respectivamente, quando comparadas com as médias dos animais normais 

(Figura 3). Na Tabela 5 é possível observar que a relação CD4/CD8 é 

significativamente menor no grupo imunossuprimido quando comparado com o 

grupo normal (Figura 4). 

 

 
TABELA 3. Porcentagem de CD8 no sangue de animais normais (grupos I e III) e 

imunossuprimidos (grupos II e IV) no momento 0 representada pela média ± erro-padrão. 

Botucatu-SP, 2008. 

Grupo Média ± erro-padrão da média 

Normais 9,53a ± 0,45 

Imunossuprimidos 15,10b ± 0,91 

Estatística: médias seguidas de letras minúsculas diferentes indicam diferenças significativas entre 

os grupos, pelo teste t de Student (t=4,7190; p=0,0002). 

 

 

TABELA 4.  Porcentagem de CD4 no sangue de animais normais (grupos I e III) e 

imunossuprimidos (grupos II e IV) no momento 0 representada pela média ± erro-padrão. 

Botucatu-SP, 2008. 

Grupo Média ± erro-padrão da média 

Normais 33,05b ± 2,19 

Imunossuprimidos 26,43a ± 1,51 

Estatística: médias seguidas de letras minúsculas diferentes indicam diferenças significativas entre 

os grupos, pelo teste t de Student (t=2,579; p=0,0189). 

 

 

TABELA 5. Relação % CD4 / % CD8 no sangue de animais normais (grupos I e III) e 

imunossuprimidos (grupos II e IV) no momento 0 representada pela média ± erro-padrão. 

Botucatu-SP, 2008. 

Grupo Média ± erro-padrão da média 

Normais 3,48b ± 0,20 

Imunossuprimidos 1,79a ± 0,10 

Estatística: médias seguidas de letras minúsculas diferentes indicam diferenças significativas entre os 

grupos, pelo teste t de Student (t=8,367; p<0,0001). 
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FIGURA 3. Porcentagens de CD4 e CD8 no sangue de animais normais (grupos I e III) e 

imunossuprimidos (II e IV) no momento 0. Botucatu-SP, 2008. 
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FIGURA 4.  Relação % CD4 / % CD8 no sangue de animais normais (grupos I e III) e 

imunossuprimidos (grupos II e IV) no momento 0. Botucatu-SP, 2008. 

 

 

 

 

 



RESULTADOS 

MACHADO, J.G. - 2008 

55

 

5.4 Produção de citocinas em culturas de células esplênicas sem 

estímulo, estimuladas com ConA e com antígeno sonicado de L. chagasi 

 

Na Tabela 6, é possível observar os valores das médias das citocinas 

produzidas em culturas de células esplênicas sem estímulo, em todos os 

grupos e momentos estudados. No momento 3, a produção de IFN-γ  no grupo 

IV (imunossuprimido até momento 0 e infectado) foi significativamente maior 

que no grupo I (normal) e grupo III (infectado no momento 0) e igual ao grupo II 

(imunossuprimido até o momento 0). A produção de IL-10 foi estatisticamente 

superior no grupo II e IV. No caso da IL-2, não se observou diferença 

estatística entre os grupos. No momento 7, as médias da produção de IFN-γ ,IL-

10 e IL-2 dos grupos II e IV foram estatisticamente maiores que dos grupos I e 

III, no entanto, no caso da IL-10 e IL-2, o grupo II foi estatisticamente superior 

ao IV. No momento 14, a produção de IFN-γ detectada nos grupos II e IV foi 

estatisticamente maior que nos grupos I e III, no entanto, eles foram diferentes 

estatisticamente entre si, sendo que o IV foi maior que o II. Para IL-10 não se 

observou diferença estatística entre os grupos e a IL-2 só foi detectada nos 

grupos II e IV, sem diferença estatística entre eles. No momento 21, a 

produção de IFN-γ no grupo IV foi estatisticamente superior aos outros grupos e 

na IL-10 o grupo IV foi estatisticamente superior apenas aos grupos II e III. A 

IL-2 não apresentou diferença estatística entre os grupos. A IL-4 não foi 

detectada em nenhum dos momentos e grupos estudados. Quando se analisou 

o mesmo grupo em diferentes momentos, observou-se que no grupo IV a 

produção de IFN-γ foi estatisticamente superior no momento 21 e a IL-10 nos 

momentos 3 e 7. Nos grupos I, II e III não foi possível realizar esta análise 

estatística, pois no momento 3 no grupo III e no momento 21 nos grupos I e II 

utilizaram-se somente 3 animais ao invés de 4, não sendo possível que se 

fizesse comparação. 

Na Figura 5 é possível observar que os grupos II e IV (imunossuprimidos 

até o momento 0) produziram mais IFN-γ que os grupos I e III em todos os 

momentos, sendo que no momento 21, o grupo IV foi estatisticamente superior 

aos outros grupos (Tabela 6). Na Figura 6, até o momento 14, a produção de 

IL-10 nos grupos II e IV também foi superior aos grupos I e III, sendo que no 

momento 7, o grupo II mostrou um pico na detecção desta citocina, sendo 
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significativamente maior que o grupo IV. Este pico também foi observado no 

nível de IL-2 (Figura 7). 

TABELA 6. Níveis de IFN-γ, IL-10, IL-2 e IL-4 (pg/mL) em culturas de células 

esplênicas dos camundongos Balb/c não estimuladas, segundo os grupos I (normal), II 

(imunossuprimido até momento 0), III (infectado com L. chagasi no momento 0) e IV 

(imunossuprimido até momento 0 e infectado com L. chagasi no momento 0) e os momentos 

de eutanásia 3, 7, 14 e 21, representados pela média ± erro-padrão. Botucatu-SP, 2008.    

Momento Citocina 
Grupo 

I II III IV 

3 

IFN-γ 41,51a ± 17,65 117,08ab ± 16,84 50,51a ± 8,55 182,87bA ± 32,50 

IL-10 99,55a ± 7,47 321,95b ± 31,28 103,66a ± 7,68 404,81bB ± 30,76 

IL-2 0,00a ± 0,00 18,45a ± 10,03 0,00a ± 0,00 16,83aA ± 9,35 

IL-4 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 

7 

IFN-γ 39,51a ± 16,15 209,51b ± 25,65 64,89a ± 17,75 175,26bA ± 29,72 

IL-10 94,26a ± 9,86 568,03b ± 64,99 124,79a ± 11,91 375,86cB ± 29,39 

IL-2 4,20a ± 4,20 98,11c ± 7,87 1,07a ± 1,07 28,39bBA ± 6,52 

IL-4 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 

14 

IFN-γ 39,15a ± 16,76 150,25b ± 19,03 48,94a ± 16,93 201,90cA ± 33,49 

IL-10 91,15a ± 26,54 131,78a ± 10,03 57,40a ± 15,73 112,81aA ± 14,48 

IL-2 0,00a ± 0,00 33,44b ± 13,76 0,00a ± 0,00 23,75abBA ± 7,56 

IL-4 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 

21 

IFN-γ 38,67a ± 13,56 129,77a ± 7,73 97,51a ± 3,11 448,75bB ± 84,10 

IL-10 96,77ab ± 11,27 68,88a ± 2,63 78,87a ± 34,12 199,66bA ± 35,26 

IL-2 3,69a ± 3,69 14,71a ± 7,10 0,00a ± 0,00 42,21bB ± 4,03 

IL-4 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Estatística:  Valores de média seguidos de letras diferentes indicam diferenças significativas entre os 

grupos, pela Análise de Variância, considerando �=0,05. 

  Valores de média seguidos de letras maiúsculas diferentes indicam diferenças 

significativas entre os momentos, para um mesmo grupo e citocina, pela Análise de 

Variância, considerando �=0,05. 
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FIGURA 5. Produção de IFN-γ (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c sem estímulo, segundo os grupos I (normal), II (imunossuprimido até momento 0), III 

(infectado com L. chagasi no momento 0) e IV (imunossuprimido até momento 0 e infectado com 

L. chagasi no momento 0) e os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008.  
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FIGURA 6. Produção de IL-10 (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c sem estímulo, segundo os grupos I (normal), II (imunossuprimido até momento 0), III 

(infectado com L. chagasi no momento 0) e IV (imunossuprimido até momento 0 e infectado com 

L. chagasi no momento 0) e os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008.  
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FIGURA 7. Produção de IL-2 (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c sem estímulo, segundo os grupos I (normal), II (imunossuprimido até momento 0), III 

(infectado com L. chagasi no momento 0) e IV (imunossuprimido até momento 0 e infectado com 

L. chagasi no momento 0) e os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008.  

 

 

Os dados da Tabela 7 referem-se às médias das citocinas produzidas 

em culturas de células esplênicas estimuladas com conA em todos os grupos e 

momentos estudados. No momento 3, a produção de IFN-γ  no grupo III foi 

estatisticamente superior ao grupo I  e igual aos grupos II e IV. A produção de 

IL-10 foi estatisticamente menor no grupo II quando comparado com os grupos 

I e IV. No caso da IL-2 não se observou diferença estatística entre os grupos. A 

produção de IL-4 foi estatisticamente menor no grupo III quando comparado 

com os outros grupos. No momento 7, as médias da produção de IFN-γ  e IL-4 

não revelaram diferença estatística entre os grupos estudados. A IL-10, no 

grupo II foi estatisticamente maior que nos grupos I e III. A IL-2 do grupo IV foi 

menor que os outros grupos, com diferença estatística. No momento 14, as 

médias da produção de IFN-γ e IL-4 não apresentaram diferença estatística 

entre os grupos. A IL-10 no grupo IV foi estatisticamente menor que no grupo I 

e na IL-2 os grupos II e IV foram estatisticamente inferiores ao grupo I, mas não 

foram diferentes entre si.  No momento 21, o nível de IFN-γ entre os grupos não 
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mostrou diferença estatística. A IL-10 do grupo II foi estatisticamente maior que 

no grupo III. Na IL-2 os grupos II e IV foram estatisticamente inferiores que os 

grupos I e III e a IL-4 do grupo IV foi estatisticamente menor que os outros 

grupos. Quando analisou-se o mesmo grupo em diferentes momentos, pode-se 

observar que no grupo IV, a produção de IFN-γ nos momentos 3 e 7 foi superior 

que no 21, o nível de IL-10 foi estatisticamente superior nos momentos 3 e 7, a 

produção de IL-2 foi significativamente superior no momento 3. A produção de 

IL-4 foi igual em todos os momentos. Nos grupos I, II e III não foi possível 

realizar esta análise estatística, pois no momento 3 no grupo III e no momento 

21 nos grupos I e II,  utilizaram-se 3 animais ao invés de 4, não sendo possível 

assim fazer a comparação entre os momentos. 

Na Figura 8 é possível observar que até o momento 7, todos os grupos 

produziram níveis elevados de IFN-γ, em destaque o grupo III e nos momentos 

14 e 21, os grupos II e IV produziram menos que os grupos I e III.  

Na Figura 9 é possível observar que no grupo II no momento 3 detectou-

se menos IL-10 que nos outros grupos. No momento 7 e 21 o grupo II produziu 

mais IL-10 que os outros grupos e no momento 14, o grupo IV foi o que menos 

produziu esta citocina.  

Na Figura 10 pode-se observar que os grupos infectados (III e IV) foram 

os que menos produziram IL-2 e a partir do momento 7, o grupo IV foi o que 

menos a produziu.  

A Figura 11 demonstra a detecção de IL-4 por todos os grupos e pode-

se observar que no momento 3, o grupo III foi o que produziu menos IL-4. Nos 

outros momentos os outros grupos se comportaram de maneira semelhante, a 

não ser no momento 21 que no grupo IV  detectou-se menos IL-4 
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TABELA 7. Níveis de IFN-γ, IL-10, IL-2 e IL-4 (pg/mL) em culturas de células esplênicas dos 

camundongos Balb/c estimuladas com ConA, segundo os grupos I (normal), II (imunossuprimido 

até momento 0), III (infectado com L. chagasi no momento 0) e IV (imunossuprimido até momento 

0 e infectado com L. chagasi no momento 0) e os momentos de eutanásia 3, 7, 14 e 21, 

representados pela média ± erro-padrão. Botucatu-SP, 2008.     

Momento Citocina 
Grupo 

I II III IV 

3 

IFN-γ 1852,54a ± 55,33 1914,95ab ± 68,30 2119,51b ± 35,72 2045,81abB ± 46,63 

IL-10 3980,32b ± 1370,58 399,82a ± 78,67 2939,54ab ± 400,96 5024,44bC ± 353,21 

IL-2 1088,92a ± 53,17 904,91a ± 57,02 794,43a ± 31,93 881,70aC ± 120,54 

IL-4 1163,78b ± 205,64 1146,73b ± 40,28 277,35a ± 88,98 1011,38bA ± 202,54 

7 

IFN-γ 1976,94a ± 63,38 2012,64a ± 52,83 2129,36a ± 56,61 2059,40aB ± 89,90 

IL-10 4126,47a ± 183,14 4943,08b ± 158,39 4231,79a ± 189,51 4521,30abC ± 109,09 

IL-2 1012,65b ± 45,16 961,10b ± 73,74 971,49b ± 15,72 507,71aB ± 66,19 

IL-4 1188,08a ± 34,94 1207,62a ± 7,98 1172,83a ± 24,12 1208,53aA ± 31,97 

14 

IFN-γ 2071,36a ± 24,52 1838,83a ± 126,16 2075,71a ± 9,37 1945,04aAB ± 103,95 

IL-10 3860,93b ± 386,26 3250,47ab ± 272,80 3180,09ab ± 114,71 2491,26aA ± 215,58 

IL-2 1055,43c ± 18,72 755,49a ± 60,63 922,66ac ± 17,17 659,95abA ± 73,85 

IL-4 1123,23a ± 30,86 1159,38a ± 27,61 1113,62a ± 38,96 1076,34aA ± 107,13 

21 

IFN-γ 2052,15a ± 43,05 1746,40a ± 120,78 2073,53a ± 61,04 1809,65aA ± 126,18 

IL-10 3734,14ab ± 342,15 4384,53b ± 141,09 3289,90a ± 155,82 3540,97abB ± 132,82 

IL-2 980,87b ± 44,19 697,99a ± 44,47 925,79b ± 48,51 516,89aA ± 61,93 

IL-4 1164,58b ± 8,79 1106,96b ± 50,26 1171,47b ± 16,13 962,46aA ± 41,86 

Estatística: Valores de média seguidos de letras diferentes indicam diferenças significativas 

entre os grupos, pela Análise de Variância, considerando �=0,05. 

  Valores de média seguidos de letras maiúsculas diferentes indicam diferenças 

significativas entre os momentos, par um meso grupo e citocina, pela Análise de 

Variância, considerando �=0,05. 
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FIGURA 8. Produção de IFN-γ (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c estimuladas com conA, segundo os grupos I (normal), II (imunossuprimido até momento 0), 

III (infectado com L. chagasi no momento 0) e IV (imunossuprimido até momento 0 e infectado 

com L. chagasi no momento 0) e os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008.  
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FIGURA 9. Produção de IL-10 (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c estimuladas com conA, segundo os grupos I (normal), II (imunossuprimido até momento 0), 

III (infectado com L. chagasi no momento 0) e IV (imunossuprimido até momento 0 e infectado 

com L. chagasi no momento 0) e os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008.  
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FIGURA 10. Produção de IL-2 (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c estimuladas com conA, segundo os grupos I (normal), II (imunossuprimido até momento 0), 

III (infectado com L. chagasi no momento 0) e IV (imunossuprimido até momento 0 e infectado 

com L. chagasi no momento 0) e os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008.  
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FIGURA 11. Produção de IL-4 (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c estimuladas com conA, segundo os grupos I (normal), II (imunossuprimido até momento 0), 

III (infectado com L. chagasi no momento 0) e IV (imunossuprimido até momento 0 e infectado 

com L. chagasi no momento 0) e os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008.  
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Na Tabela 8 é possível observar as médias  das citocinas produzidas em 

culturas de células esplênicas estimuladas com Ag sonicado de L. chagasi em 

todos os grupos e momentos estudados. Nos momentos 3, 7, 14 e 21 a 

produção de IFN-γ no grupo IV foi estatisticamente maior que nos outros 

grupos. No momento 3, a IL-10 foi estatisticamente superior nos grupos II e IV 

e a IL-2 foi superior apenas no grupo IV. No momento 7, a produção de IL-10 e 

IL-2 foi  estatisticamente maior nos grupos II e IV quando comparados com os 

grupos I e III. No momento 14, a IL-10 foi estatisticamente maior nos grupos III 

e IV e a IL-2 nos grupos II e IV. No momento 21, a IL-10 foi estatisticamente 

superior nos grupos III e IV, no entanto, no grupo IV foi maior que no grupo III. 

Para IL-2, o grupo IV foi estatisticamente superior aos outros grupos. A IL-4 

não foi detectada em nenhum dos momentos e grupos estudados. 

Quando se analisou o mesmo grupo em diferentes momentos, pode-se 

observar que no grupo IV, a produção de IL-10 nos momentos 14 e 21 foi 

estatisticamente superior que nos momento 3 e 7. Nos grupos I, II e III não foi 

possível fazer esta análise estatística, pois no momento 3 no grupo III e 

momento 21 nos grupos I e II utilizaram-se somente 3 animais ao invés de 4, 

não sendo possível assim fazer a comparação. 

 Nas Figuras 12 e 13 é possível observar uma maior detecção de IFN-γ e 

IL-10 no grupo IV na maioria dos momentos estudados e no grupo III no 

momento 21. Na Figura 14, os grupos II e IV mostram maior detecção para a 

citocina IL-2. 

 Nas Figuras 15 a 20 é possível observar que quando as culturas de 

células esplênicas dos grupos I e II (não infectados) foram estimuladas com o 

Ag, a detecção das citocinas (IFN-γ, IL-10 e IL-2) não foi superior à detecção 

nas culturas não estimuladas. 

 Nas Figuras 21 a 23 pode-se observar que o grupo III (infectado) quando 

estimulado com o Ag apresentou mais IFN-γ e IL-10 nos momentos 14 e 21 

quando comparados com as culturas não estimuladas e para IL-2 isto 

aconteceu apenas no momento 21. As cargas parasitárias no baço e no fígado 

foram aumentando a cada momento, sendo que a do fígado sempre foi maior 

que a do baço. 
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 Nas Figuras 24 a 26 pode-se observar que o grupo IV (infectado)  

estimulado com o Ag quando comparado com as culturas não estimuladas 

detectou mais IFN-γ em todos os momentos estudados, a IL-10 apenas nos 

momentos 14 e 21 e a IL-2 nos momentos 3 e 7. As cargas parasitárias no 

baço e no fígado foram aumentando a cada momento, sendo que a do fígado 

sempre foi maior que a do baço. 

 

TABELA 8. Níveis de IFN-γ, IL-10, IL-2 e IL-4 (pg/mL) em culturas de células esplênicas dos 

camundongos Balb/c estimuladas com Ag sonicado de L. chagasi, segundo os grupos I (normal), II 

(imunossuprimido até momento 0), III (infectado com L. chagasi no momento 0) e IV 

(imunossuprimido até momento 0 e infectado com L. chagasi no momento 0) e os momentos de 

eutanásia 3, 7, 14 e 21, representados pela média ± erro-padrão. Botucatu-SP, 2008.   

Momento Citocina 
Grupo 

I II III IV 

3 

IFN-γ 6,04a ± 0,89 45,49a ± 7,75 0,00a ± 0,00 482,27bA ± 125,06 

IL-10 14,85a ± 6,88 129,28b ± 17,79 0,17a ± 0,17 155,23bA ± 20,58 

IL-2 0,00a ± 0,00 0,00a ± 0,00 0,00a ± 0,00 52,91bA ± 19,68 

IL-4 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 

7 

IFN-γ 0,00a ± 0,00 98,42a ± 15,05 7,25a ± 6,10 871,56bA ± 146,10 

IL-10 0,00a ± 0,00 187,68b ± 26,20 0,00a ± 0,00 151,74bA ± 20,77 

IL-2 0,00a ± 0,00 67,74b ± 12,67 0,00a ± 0,00 40,80bA ± 7,97 

IL-4 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 

14 

IFN-γ 0,00a ± 0,00 133,58a ± 23,68 126,33a ± 26,55 775,15bA ± 60,00 

IL-10 0,00a ± 0,00 9,37a ± 3,36 488,67b ± 33,46 860,04bB ± 43,87 

IL-2 0,00a ± 0,00 33,52b ± 1,44 0,00a ± 0,00 29,61bA ± 6,59 

IL-4 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 

21 

IFN-γ 6,79a ± 2,78 77,39a ± 7,43 465,06a ± 104,85 1190,37bA ± 208,70 

IL-10 9,26a ± 6,62 61,50a ± 2,90 911,45b ± 109,23 1566,33cC ± 156,76 

IL-2 3,31a ± 3,31 16,19a ± 4,86 2,44a ± 1,52 31,22bA ± 3,30 

IL-4 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
Estatística:         Valores de média seguidos de letras diferentes indicam diferenças significativas entre os grupos, 

pela Análise de Variância, considerando �=0,05. 

  Valores de média seguidos de letras maiúsculas diferentes indicam diferenças significativas entre 

os momentos, par um meso grupo e citocina, pela Análise de Variância, considerando �=0,05. 
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FIGURA 12. Produção de IFN-γ (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c estimuladas com Ag sonicado de L. chagasi, segundo os grupos I (normal), II 

(imunossuprimido até momento 0), III (infectado com L. chagasi no momento 0) e IV 

(imunossuprimido até momento 0 e infectado com L. chagasi no momento 0) e os momentos de 

eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008.  
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FIGURA 13. Produção de IL-10 (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c estimuladas com Ag sonicado de L. chagasi, segundo os grupos I (normal), II 

(imunossuprimido até momento 0), III (infectado com L. chagasi no momento 0) e IV 

(imunossuprimido até momento 0 e infectado com L. chagasi no momento 0) e os momentos de 

eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008.  
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FIGURA 14. Produção de IL-2 (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c estimuladas com Ag sonicado de L. chagasi, segundo os grupos I (normal), II 

(imunossuprimido até momento 0), III (infectado com L. chagasi no momento 0) e IV 

(imunossuprimido até momento 0 e infectado com L. chagasi no momento 0) e os momentos de 

eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008.  
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FIGURA 15. Produção de IFN-γ (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c do grupo I (normal), não estimuladas, estimuladas com conA e estimuladas com Ag 

sonicado de L. chagasi, segundo os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008. 
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FIGURA 16. Produção de IL-10 (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c do grupo I (normal), não estimuladas, estimuladas com conA e estimuladas com Ag 

sonicado de L. chagasi, segundo os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008 
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FIGURA 17. Produção de IL-2 (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c do grupo I (normal), não estimuladas, estimuladas com conA e estimuladas com Ag 

sonicado de L. chagasi, segundo os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008 
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FIGURA 18. Produção de IFN-γ (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c do grupo II (imunossuprimido até o momento 0), não estimuladas, estimuladas com conA e 

estimuladas com Ag sonicado de L. chagasi, segundo os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). 

Botucatu-SP, 2008. 
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FIGURA 19. Produção de IL-10 (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c do grupo II (imunossuprimido até o momento 0), não estimuladas, estimuladas com conA e 

estimuladas com Ag sonicado de L. chagasi, segundo os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). 

Botucatu-SP, 2008. 
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FIGURA 20. Produção de IL-2 (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c  do grupo II (imunossuprimido até o momento 0), não estimuladas, estimuladas com conA e 

estimuladas com Ag sonicado de L. chagasi, segundo os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). 

Botucatu-SP, 2008. 
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FIGURA 21. Produção de IFN-γ (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c e carga parasitária do grupo III (infectado com L. chagasi no momento 0), não estimuladas, 

estimuladas com conA e estimuladas com Ag sonicado de L. chagasi, segundo os momentos de 

eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008. 
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FIGURA 22. Produção de IL-10 (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c e carga parasitária do grupo III (infectado com L. chagasi no momento 0), não 

estimuladas, estimuladas com conA e estimuladas com Ag sonicado de L. chagasi, segundo os 

momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008 
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FIGURA 23. Produção de IL-2 (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c e carga parasitária do grupo III (infectado com L. chagasi no momento 0), não estimuladas, 

estimuladas com conA e estimuladas com Ag sonicado de L. chagasi, segundo os momentos de 

eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008. 
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FIGURA 24. Produção de IFN-γ (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c e carga parasitária do grupo IV (imunossuprimido até momento 0 e infectado com L. 

chagasi no momento 0), não estimuladas, estimuladas com conA e estimuladas com Ag sonicado 

de L. chagasi, segundo os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008. 
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FIGURA 25. Produção de IL-10 (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c e carga parasitária do grupo IV (imunossuprimido até momento 0 e infectado com L. 

chagasi no momento 0), não estimuladas, estimuladas com conA e estimuladas com Ag 

sonicado de L. chagasi, segundo os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008 
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FIGURA 26. Produção de IL-2 (pg/mL) em culturas de células esplênicas de camundongos 

Balb/c e carga parasitária do grupo IV (imunossuprimido até momento 0 e infectado com L. 

chagasi no momento 0), não estimuladas, estimuladas com conA e estimuladas com Ag 

sonicado de L. chagasi, segundo os momentos de eutanásia (3, 7, 14 e 21). Botucatu-SP, 2008 

 

5.5 Carga parasitária no baço e no fígado 
 
 Na Tabela 9 pode-se observar a média das cargas parasitárias do baço 

e do fígado dos grupos infectados no momento 0 (III e IV). Não se observou 

diferença estatística entre os grupos em nenhum dos momentos estudados, 

tanto no baço quanto no fígado. Na figura 27 é possível observar que a carga 

parasitária do fígado em ambos os grupos (III e IV) foi maior que a do baço, 

além disto, elas se comportaram de maneira semelhante. 
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TABELA 9. Carga parasitária de animais infectados com Leishmania chagasi, segundo os 

grupos (III - infectado no momento 0 e IV - imunossuprimido até o momento 0 e infectado no 

momento 0), órgão (baço e fígado) e momentos da eutanásia (3, 7, 14 e 21) representada pela 

média ± erro-padrão. Botucatu-SP, 2008.     

 Baço Fígado 

Momento Grupo III Grupo IV Grupo III Grupo IV  

3 0,00.100
aA ± 0,00.100 3,10.106

aA ± 2,48.106 9,25.106
aA ± 5,79.106 1,38.107

aA ± 3,76.106 

7 8,80.106
aA ± 4,34.106 6,92.106

aA ± 2,89.106 6,89.107
aBA ± 2,40.107 6,47.107

aA ± 2,37.107 

14 4,11.107
aA ± 2,61.107 1,85.107

aA ± 4,36.106 6,44.108
aBA ± 5,36.108 5,33.108

aA ± 2,84.108 

21 1,60.108
aA ± 1,04.108 1,41.108

aA ± 7,86.107 3,08.109
aB ± 1,26.109 1,91.109

aA ± 1,05.109 
Estatística: Para um mesmo órgão e momento, valores de média seguidos de letras diferentes indicam 

diferenças significativas entre os grupos, pelo teste t de Student, considerando �=0,05. 
 Para um mesmo órgão e grupo, valores de média seguidos de letras diferentes indicam 

diferenças significativas entre os momentos, pela Análise de Variância, considerando �=0,05. 
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FIGURA 27. Cinética da carga parasitária de Leishmania chagasi em baço e fígado de 

camundongos experimentalmente infectados, segundo o grupo experimental (Grupo III - infectado 

no momento 0 e IV - imunossuprimido até o momento 0 e infectado no momento 0 ). Botucatu-SP, 

2008. 
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6. DISCUSSÃO  

 

 Os glicocorticóides, conhecidos como hormônio do estresse, geralmente 

suprimem a resposta inflamatória, como também a imunidade específica 

(MOYNIHAN et al., 1998). A dexametasona é uma droga anti-inflamatória 

imunossupressora que pode alterar o curso da infecção do Toxoplama gondii e 

da Leishmania (GANGNEUXS et al 1999). Assim sendo, ela foi utilizada neste 

experimento para imunossuprimir os grupos II e IV até o momento 0, quando  

os grupos III e IV foram infectados. No momento da infecção, o grupo IV sofria 

o efeito da DXM aplicada nos 22 dias anteriores. 

 Os grupos II e IV (imunossuprimidos) se comportam de maneira 

semelhante e isto se repetiu com os grupos I e III (não imunossuprimidos), mas 

no momento 6, os grupos II e IV ganharam peso e no último momento (20), 

nenhum dos grupos foi diferente estatisticamente (Figura 1).  Kunicka et al. 

(1993) afirmaram que a dexametasona tem um efeito reversível, e no presente 

estudo, isto pode ser evidenciado, pois os grupos imunossuprimidos passaram 

a ganhar peso após o término da imunossupressão, provavelmente por não 

estarem mais sob o efeito da DXM. 

 As médias dos pesos dos baços dos grupos imunossuprimidos (II e IV) 

foram estatisticamente inferiores aos grupos não imunossuprimidos (I e III), 

impossibilitando assim a realização da cultura celular das células esplênicas 

para dosar as citocinas. Estes resultados são condizentes com Lebrec, et al. 

(1994) e Keil et al. (1995) que observaram que os pesos dos baços após a 

administração de DXM apresentaram redução estatisticamente significativa, no 

entanto esta redução dependia da dose administrada.  

Miller et al.  (2007) relataram que o baço e o timo apresentaram redução 

no tamanho em mais de  80% e após o término do tratamento com DXM houve 

aumento no tamanho do baço, resultados estes que concordam com o 

presente estudo, pois de acordo com a Figura 2, os pesos dos baços dos 

animais do grupo II (imunossuprimido e não infectado), foram aumentando com 

o passar do tempo da última dose de DXM. Estes resultados sugerem uma 

recuperação parcial das células do baço sensíveis à DXM (ROUSSEAU, et al., 

1998) ou que esta droga apresenta um modelo reversível de imunossupressão 

(KUNICKA et al. 1993). 
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 A partir do momento 3, pode-se observar nos grupos infectados (III e IV) 

um aumento no peso do baço em relação aos grupos não infectados (I e II)  

(Figura 2), com diferença estatística nos momentos 14 e 21 (Tabela 2). A 

esplenomegalia evidenciada nestes grupos provavelmente foi em decorrência 

da infecção por uma espécie de leishmania viscerotrópica, como observado por 

Melby et al. (1998) e Engwerd et al. (2004). Rousseau et al. (1997) também 

observaram um aumento do baço de camundongos infectados com L. infantum, 

no entanto estes autores relataram que o grau de esplenomegalia estava 

correlacionado com a carga de leishmania. De acordo com Kaye et al. (2004), a 

persistência dos parasitos no baço é acompanhada pela falha da formação do 

granuloma e pela variedade de mudanças patológicas, incluindo 

esplenomegalia, alteração da microarquitetura do tecido linfóide e aumento da 

atividade hematopoiética.  

 De acordo com Finamor et al. (2002),  os glicocorticóides interferem na 

circulação das células imunes, diminuem o número de linfócitos periféricos, 

principalmente linfócitos T e promovem apoptose das células linfóides. No 

presente estudo, pode-se observar que no momento 0 houve diminuição das 

células CD4, diminuição na relação CD4/CD8 e aumento das células CD8 nos 

animais imunossuprimidos (Figuras 3 e 4) resultados condizentes com Miller et 

al. (2007) que observaram que a  imunossupressão por DXM em camundongos 

levou a depressão dos linfócitos CD4 e um aumento gradual de linfócitos CD8, 

após uma diminuição destas células. Estes autores acreditam que a sub-

população de linfócitos CD8 é resistente aos efeitos da DXM e que continuam a 

proliferar enquanto todos os outros linfócitos sofrem apoptose. No presente 

estudo, o aumento das células CD8 pode ter ocorrido para compensar a 

diminuição de CD4. Rousseau et al. (1998) também observaram redução nas 

contagens de CD4 de aproximadamente 80% no 31o dia de tratamento com 

DXM, em comparação com o grupo controle, no entanto relataram a redução 

das células CD8, o que não ocorreu no presente estudo. Gangneuxs et al. 

(1999)  relataram que a porcentagem de células do baço CD4 e CD8 de 

camundongos tratados com glicocorticóides não revelou diferença estatística 

quando comparada ao grupo controle, resultado discordante do presente 

estudo, pois os grupos imunossuprimidos apresentaram redução 

estatisticamente significativa de CD4 e aumento de CD8. 
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 Neste estudo, não se detectou IL-4 em culturas de células esplênicas 

não estimuladas em nenhum dos grupos estudados, nem mesmo quando a 

cultura dos grupos infectados foi estimulada com antígeno, resultado este 

discordante de Rolão et al. (2007) que detectaram IL-4 em culturas de células 

de animais infectados sem estímulo e estimuladas com Ag específico. De 

acordo com Goto e Lindoso (2004), na LV a IL-4 não esta envolvida na 

suscetibilidade. A ausência de um papel significativo da IL-4 na infecção com 

Leishmania visceral em modelo murino foi observada por vários autores. Rolão 

et al. (2007) observaram que a cinética da IL-4 não estava correlacionada com 

a carga parasitária; Melby et al. (2001) não detectaram a IL-4 analisando sua 

produção in situ no baço pela imuno-histoquimica e  Miralles et al. (1994)  

trataram camundongos com anticorpo anti IL-4 ou receptor solúvel de IL-4 e 

isto não afetou a carga parasitária. No entanto, no modelo com camundongos e 

L. major, a IL-4 se agrupa com as citocinas que não protegem o hospedeiro 

(BOGNAN et al., 1996). 

 Nos grupos infectados (III e IV) foram detectadas tanto citocinas T H1 (IL-

2 e IFN-γ) quanto TH2 (IL-10) (Figuras 5, 6 e 7) em culturas de células sem 

estímulo, sendo que estes resultados são condizentes com Miralles et al. 

(1994) e Rolão et al. (2007) que não observaram um padrão distinto de 

produção de citocinas TH1 e TH2. Isto também foi observado em humanos com 

infecção aparentemente clínica, nos quais o tipo de resposta TH1 e TH2 não é 

bem definido, ambas citocinas ativadoras (IFN-γ, e IL-12) e supressoras (IL-10, 

IL-3, IL-4 e TGF) são detectadas (MURRAY et al., 2005; ANSARI et al., 2006). 

Ao contrário do modelo com L. major, o conceito TH1/TH2 parece não explicar 

suscetibilidade e resistência na infecção no modelo experimental de L. infantum 

(HONORE et al., 1998).  

Os grupos imunossuprimidos (II e IV) apresentaram valores superiores 

das citocinas estudadas em quase todos os momentos. Os glicocorticóides 

causam imunossupresssão seletiva da imunidade celular TH1 e uma mudança 

em direção a imunidade humoral mediada por TH2 (FRANCHIMONT et al., 

1998; ELENKOV, 2004) ou favorecem a produção de citocinas do tipo TH2 

(RAMIERZ et al., 1996). Isto poderia explicar o aumento da produção da IL-10 

nos grupos que foram imunossuprimidos até o momento 0 (Figura 6).  Krouwels 
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et al. (1996) observaram que a produção de IFN-γ foi menos inibida que a 

produção de IL-4 e IL-5, favorecendo o perfil TH1. No presente estudo, a DXM 

favoreceu a produção das citocinas TH1 (IL-2 e IFN-γ) (Figuras 5 e 7), no 

entanto, Moynihan et al. (1998) afirmaram que glicocorticóides inibem IL-2, IL-

4, IFN- γ. Rousseau et al. (1998) concluíram que o efeito da DXM no perfil TH1 

e TH2 não é claro. 

 No grupo IV detectou-se mais IL-10, IL-2 e IFN-γ que nos grupos I e III, 

sendo que no momento 21, a detecção de citocinas no grupo IV também foi  

superior ao grupo controle da imunossupressão (II), sugerindo assim que neste 

momento, provavelmente, a imunossupressão realizada até o dia 0 e infecção 

por L. chagasi fez aumentar a produção de todas as citocinas, no entanto, sem 

distinção do perfil TH1 e TH2, que já foi descrito anteriormente. A IL-2 na 

infecção por leishmania visceral tem um papel importantíssimo na atividade 

leishmanicida, aparentemente pela indução de IFN-γ (MURRAY et al., 1987; 

MURRAY et al., 1993) que ativa os macrófagos para destruírem os parasitos 

intracelulares (ABBAS et al. 2005). No presente estudo, a IL-2 praticamente foi 

detectada apenas nos grupos imunossuprimidos (II e IV), sendo que no 

momento 21, no grupo IV, sua detecção foi estatisticamente superior que nos 

outros grupos (Tabela 6).  

 O IFN-γ foi detectado em todos os momentos nos grupos infectados (III e 

IV), principalmente no momento 21 (Figura 5). Nos outros momentos, a 

detecção no grupo III foi semelhante à do grupo controle (I). Melby et al. (2001)  

observaram somente um aumento significativo de células produzindo IFN-γ in 

situ comparado com o grupo controle, no dia 28 de infecção.  

 A detecção de IFN-γ não coincidiu com a diminuição da carga 

parasitária, nem mesmo no momento 21 em que a produção de IFN- γ foi 

superior e a carga parasitária continuou aumentando (Figuras 21 e 24). Este 

resultado é discordante de Rolão et al. (2007) que observaram que altos níveis 

de IFN-γ coincidiram com a redução da carga parasitária. No entanto, Ansari et 

al. (2006) afirmam que apesar  da presença de níveis elevados de IFN-γ 

durante a infecção, o hospedeiro pode falhar no controle da infecção por 

leishmania devido a resposta inadequada do IFN-γ, que induz sinalização de 

mecanismos intracelulares. Talvez este aumento de IFN-γ no momento 21 
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possa sugerir o início do controle da infecção, pois alguns trabalhos afirmam 

que este controle se inicia com aproximadamente quatro semanas de infecção 

(MURRAY et al. 1987; MELBY et al., 2001; ENGWERD et al., 2004). 

 A IL-10 foi detectada em todos os momentos nos grupos infectados (III e 

IV), mas nos primeiros momentos (3 e 7),  apresentou valores maiores que nos 

momentos 14 e 21 (Figuras 22 e 25). Estes resultados são condizentes com 

Melby et al. (2001) que observaram que no início do curso da infecção por L. 

infantum a produção de IL-10 e  TGF-β foi mais intensa e contribuiu para 

estabelecimento  da infecção, mas a partir do 280 dia da infecção, quando a 

carga parasitária visceral (baço e fígado) começou a declinar, o número de 

células do baço produtoras de IL-10 iniciava o retorno para níveis basais, mas  

a produção de  IFN-γ  foi alta e o número de células produtoras de IL-12 foi 

aumentando drasticamente.  

No presente estudo, detectou-se IL-10 e IFN-γ em todos os momentos 

estudados nos grupos infectados o que concorda com Gomes-Pereira et al. 

(2004), que acreditam que o nível de IL-10 parece não ser suficiente para inibir 

a produção do IFN-γ  nos leucócitos hepáticos. A IL-10 endógena, 

primariamente regula a morte da L. donovani na infecção, pela supressão da 

produção assim como da resposta de citocinas do tipo TH1(IL-12 e IFN-γ) 

(MURPHY et al., 2001; MURRAY et al., 2003). No entanto, Murray et al. (1997) 

acreditam que a exacerbação da doença associada à resposta imune TH2 

envolvendo IL-4 e IL-10 não é realmente detectada na infecção visceral 

experimental.  

No presente estudo, pode-se observar que a produção de citocinas 

detectadas nos grupos infectados (III e IV) em determinados momentos foi 

semelhante a do grupo normal (I), o que difere de Rolão et al. (2007) que 

observaram altos níveis de IL-10 e IFN-γ em culturas sem estímulo de células 

esplênicas de camundongos infectados. Isto poderia estar relacionado com a 

virulência da cepa utilizada, pois de acordo com Honoré et al. (1998), espécies 

heterogêneas de L. infantum apresentam diferentes perfis de infecção. 

 A ConA é um estímulo não específico que é utilizado como controle na 

resposta celular nas culturas de células in vitro . Todas as citocinas estudadas 

(IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-γ) foram detectadas em todos os momentos e grupos 
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com algumas variações (Figura 8 a 11). Neste estudo, o grupo III (infectado) 

produziu mais IFN-γ que o grupo normal (I) nos momentos 3 e 7 quando as 

culturas de células foram estimuladas com ConA (Figura 8), resultados este 

condizentes com Murray et al. (1987), que observaram que a produção de IFN-

γ  detectada no grupo infectado também foi maior que o grupo normal, no 

entanto, em momentos diferentes aos do presente estudo. Estudos sobre a 

imunossupressão em hamsters na infecção com Leishmania chagasi relatam 

que a ConA induz resposta linfoproliferativa em todo o período experimental 

(GOTO e LINDOSO, 2004), mostrando assim, que mesmo células de animais 

infectados respondem ao estímulo com ConA, o que concorda com o presente 

estudo, pois foi possível detectar citocinas em culturas de células de 

camundongos infectados estimuladas com ConA.  

 De acordo com as Figuras 9 e 11, as diferenças mais evidentes quando 

se utilizou a conA como estímulo foram no momento 3, quando a IL-10 no 

grupo II foi estatiscamente menor que nos grupos I e IV e a IL-4 no grupo III 

apresentou valor significativamente inferior aos outros grupos (Tabela 7). A IL-

10 do grupo II apresentar nível inferior pode estar relacionado com o efeito da 

DXM, pois de acordo com Franchimont et al. (1998) e Kunicka et al. (1993) ela  

inibe a secreção de IL-10 em culturas de células estimuladas, e neste caso, só 

teriam se passado três dias após a sua última administração. Além disto, a 

DXM inibe vários aspectos da imunidade mediada por células, incluindo 

linfoproliferação induzida por mitógeno (BAUS et al., 1996). No caso do menor 

nível da IL-4 no grupo III, somente infectado, há alguns relatos que verificaram 

a não importância desta citocina na infecção por leishmania visceral 

(MIRALLES et al., 1994; MELBY et al., 2001; ROLÃO et al., 2007), além disto,  

Mookerjee et al. (2003) observaram um dano da resposta linfoproliferativa para 

mitógenos em hamsters infectados com leishmania visceral. No grupo IV, a 

detecção da IL-2 em culturas estimuladas com ConA nos momentos 7, 14 e 21 

foi inferior aos outros grupos (Figura 10), que pode estar associado a infecção 

e a imunossupressão sofrida por este grupo, pois há relatos em que a DXM 

inibiu a produção de IL-2 (BAUS et al., 1996; FRANCHIMONT et al. 1998). 

 No grupo normal não infectado (I) quando estimulado com antígeno 

específico, detectou-se produção muito baixa das citocinas estudadas (IFN-γ, 
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IL-10 e IL-2) quando comparado com os outros grupos (Figuras 12 a 14). Estes 

resultados são condizentes com Murray et al. (1987) que praticamente não 

detectaram  nem IL-2 e nem IFN-γ no grupo normal não infectado. No presente 

estudo, os grupos I e II não responderam ao estímulo específico (Figuras 15 a 

20), pois não apresentavam células de memória para o agente inoculado. Em 

alguns casos, a produção das citocinas diminuiu nas culturas estimuladas com 

antígeno quando comparado com as culturas sem estímulo. 

 A produção de IFN-γ e IL-10 do grupo III em culturas estimuladas com 

antígeno específico nos momentos 14 e 21, foi maior que no grupo normal e 

que sua própria produção endógena (Figuras 12, 13 e 21 a 23). Isto indica que 

este aumento foi devido ao estímulo específico. No entanto, o grupo IV, a 

produção de IFN-γ, IL-10 e IL-2 em culturas de células estimulados com o 

antígeno foi superior ao grupo I em todos os momentos estudados (Figura 12 a 

14).  Quando se compara a produção da cultura com estímulo específico no 

grupo IV com a produção sem estimulo (Figuras 24 a 26), pode-se observar 

que com estímulo também detectou-se mais IFN-γ em todos os momentos, a 

IL-10 apenas nos momentos 14 e 21, e a IL-2 nos momentos 3 e 14. Talvez a 

menor carga parasitária evidenciada no grupo IV quando comparada com a 

carga do grupo III (Tabela 9) na maioria dos momentos, pudesse estar 

relacionada com a produção de IFN- γ com estímulo específico pelo grupo IV, 

pois de acordo com Murray et al. (1987), quando se inicia a produção de IL-2 e 

IFN-γ induzida por antígeno, esta coincide com o início do controle da 

replicação e subseqüente morte de mais de 80% da L. donovani intra-hepática. 

 Murphy et al. (2001) observaram que quando as células foram 

estimuladas com leishmania, a produção de IFN-γ  foi maior com 14 dias de 

infecção do que com 28 dias, resultados estes que discordam do presente 

estudo, pois nos grupos infectados (III e IV), a produção de IFN-γ foi maior mais 

tardiamente (momento 21) do que com duas semanas de infecção (momento  

14) (Figura 12). De acordo com Murray et al. (1987), nas primeiras semanas de 

infecção  as células do baço de camundongos infectados com leishmania 

visceral falham na resposta para o antígeno de leishmania na produção de IFN-

γ e IL-2. No entanto, de acordo com Rousseau et al. (1997), na fase crônica (70 

dias pós infecção), estas células tem a capacidade de responder a ativação 
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específica por antígeno específico produzindo IFN-γ. Rolão et al. (2007) 

detectaram IFN-γ e IL-10 em culturas estimuladas com antígeno nos dias 3, 7 e 

14 após a infecção. 

 As cargas parasitárias no baço e no fígado dos grupos infectados (III e 

IV) foram semelhantes na maioria dos momentos estudados. No entanto, no 

momento 3, a carga do grupo IV foi maior que no grupo III, sendo no baço  

mais evidente, entretanto sem diferença estatística (Tabela 9). O grupo IV 

provavelmente estaria sob ação da DXM, pois Rousseau et al. (1998) 

observaram que a carga parasitária dos em camundongos tratados com DXM 

na fase crônica da infecção com L. infantum aumentou no baço e Gangneuxs 

et al. (1999) relataram que camundongos tratados com DXM+PTX, as cargas 

parasitárias do baço e fígado aumentaram significativamente, em relação ao 

grupo controle. No presente estudo, nos momentos seguintes, as cargas dos 

dois grupos se comportaram de maneira semelhante (Figura 27), 

provavelmente pelo modelo reversível de imunossupressão da DXM  de acordo 

com Kunicka et al. (1993) ou ainda, pela recuperação parcial das células do 

baço sensíveis à DXM (ROUSSEAU et al., 1998). 

 No momento 3, não se detectou parasito no baço do grupo III com a 

técnica de microtitulação, provavelmente pela carga ser baixa e por 

conseguinte indetectável. A utilização de uma técnica mais sensível como o 

PCR em tempo real (BRETAGNE et al., 2001; ROLÃO et al., 2007) talvez 

tornasse possível a detecção da carga parasitária neste momento. Rolão et al. 

(2007) utilizando PCR em tempo real detectou DNA de Leishmania spp no 

baço e no fígado a partir do primeiro dia pós-inoculação  e este parasitismo se 

manteve até o 84o dia, final do experimento. Melby et al. (1998) detectaram 

parasitos no baço e no linfonodo em camundongos infectados com L. chagasi  

apenas 48 horas após inoculação  

 A carga parasitária no fígado em ambos os grupos foi maior que a do 

baço em todos os momentos (Figura 27), o que concorda com Rousseau et al. 

(1997) e Honoré et al. (1998). No entanto, Rousseau et al. (1997) afirmaram 

que a carga parasitária no fígado declina e a do baço aumenta. O fígado 

aparentemente serve como local inicial para multiplicação do parasito e o baço 

pode servir como abrigo para a persistência a longo prazo do agente (WILSON 

et al., 2005). Rolão et al. (2007) sugerem que comparado com o fígado, o baço 
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é mais suscetível a infecção com L. infantum. Melby et al. (2001) afirmam que a 

carga parasitária nestes dois órgãos diminuem ao redor de 28 dias após 

infecção. O controle da carga parasitária no fígado relaciona-se com a resposta 

do tecido com granulomas maduros (MURRAY et al., 1987; STAGER et al., 

2003; ENGWERD et al., 2004). 

A imunossupressão realizada com dexametasona até o momento 0 não 

influenciou no perfil de citocinas, tanto dos grupos não infectados quanto nos 

infectados, além disto, não interferiu na carga parasitária dos grupos 

infectados. 
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7.CONCLUSÕES 

 

1) A administração de dexametasona resultou em menor ganho de peso 

dos camundongos 

 

2) A administração de dexametasona causou diminuição no peso do 

baço dos camundongos, no entanto, mostrou um efeito reversível 

 
 

3) A administração de dexametasona causou diminuição na 

porcentagem de células CD4 no sangue, porém não se observou isto 

nas células CD8 

 

4) A infecção por leishmania viscerotrópica (L. chagasi) causou 

aumento do peso dos baços dos camundongos após sete dias de 

infecção 

 
 

5) Os camundongos imunossuprimidos com dexametasona produziram 

citocinas do tipo TH1(IFN-γ e IL-2) e TH2 (IL-10). 

 

6) A imunossupressão com dexametasona não influenciou a produção 

de citocinas tipo TH1 e TH2 nos camundongos infectados com L. 

chagasi 

 
 

7) A imunossupressão com dexametasona não influenciou na carga 

parasitária em baço e fígado de camundongos infectados com L. 

chagasi 
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