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RESUMO  

  

INTRODUÇÃO: A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose negligenciada e que tem 

impactos consideráveis na saúde pública. Um dos problemas relacionado à LV é o surgimento 

de formas graves que leva ao óbito de 6-8% dos pacientes mesmo na vigência de tratamento. 

Além disso, alguns pacientes desenvolvem uma forma recidivante, com a ocorrência de 

múltiplos retornos ao hospital em curto período. O baço, um órgão linfoide responsável pela 

hemocaterese e vigilância imunológica, é afetado na LV apresentando desorganização da polpa 

branca (PB) e extensa substituição da celularidade normal da polpa vermelha (PV) por 

plasmócitos. Apesar disso, pouco se sabe a respeito da contribuição da desestruturação 

esplênica na LV humana e como e as mudanças na celularidade esplênica mudam o perfil de 

produção de citocinas no órgão favorecendo a susceptibilidade à infecção. OBJETIVO: Nosso 

objetivo é definir quais as células e vias de sinalização estão envolvidas na desestruturação dos 



 

 

compartimentos esplênicos e qual a provável associação com a progressão na LV recidivante. 

MATERIAL E MÉTODOS: Utilizando baços de 6 pacientes com LV recidivante e 5 pacientes 

controle, realizamos imuno-histoquímica para avaliar a distribuição e a relação de leucócitos 

(Linfócitos T e Treg, Linfócitos B e Macrófagos) e citocinas (IL1B, IL4, IL6, IL10, IL17, IFN , 

TNF  e TGF ) nos compartimentos de PB e PV do baço. Além disso, foi feita análise da 

expressão gênica e identificação de perfis de DEG e redes de interação gênica envolvidas com 

a LV recidivante. RESULTADOS: Há acúmulo de macrófagos e plasmócitos na PV de 

pacientes com LV, com redução de apoptose e da expressão de genes relacionados à migração 

de linfócitos; Há aumento da expressão de BCL10 e ICOSLG; A via de sinalização de IL6 está 

super-expressa nos pacientes com LV, e há aumento da quantidade de IL6 total e correlação 

negativa entre IL6 e porcentagem de PB esplênica; Há correlação negativa entre número de 

leucócitos circulantes e número de leucócitos esplênicos. CONCLUSÕES: Nos pacientes com 

LV recidivante ocorre acúmulo de células no baço mediado pela redução de apoptose e migração 

de células, corroborando para o hiperesplenismo. Além disso, a via de sinalização por IL6 

contribui para a desorganização do baço.  

  

Palavras-chave: Leishmaniose visceral recidivante. População leucocitária. Baço. Via de 

sinalização IL6.  
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ABSTRACT  

  

BACKGROUND: Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected zoonosis that has considerable 

impacts on public health. One of the problems related to VL is the emergence of severe forms 

that lead to the death of 6-8% of patients, even during treatment. In addition, some patients 

develop a recurrent form, with the occurrence of multiple returns to the hospital in a brief period. 

The spleen is a lymphoid organ responsible for hemocateresis and immunological surveillance 

and it engages in pathogenesis of VL, presenting disorganization of the white pulp (WP) and 

extensive replacements of the normal cellularity of the red pulp (RP) by plasma cells. Despite 

this, little is known about the contribution of splenic disruption in human VL and how changes 

in splenic cellularity change the profile of cytokine production in the organ, favoring 

susceptibility to infection. AIM: Our objective is to define which cells and signaling pathways 



 

 

participate in the disruption of splenic compartments and what is the association with 

progression in relapsed VL. MATERIAL AND METHODS: Using spleens from 6 patients 

with relapsed VL and 5 control patients, we performed immunohistochemistry to evaluate the 

distribution and relationship of leukocytes (T and Treg lymphocytes, B lymphocytes, 

macrophages and plasma cells) and cytokines (IL1B, IL4, IL6, IL10, IL17, IFNγ, TNF  and 

TGF ) in the WP and RP of the spleen. Furthermore, were performed the gene expression 

analysis and identification of DEG profiles and gene interaction networks involved with 

relapsing VL. RESULTS: There is an accumulation of macrophages and plasma cells in the RP 

of patients with VL, with reduced apoptosis and expression of genes related to lymphocyte 

migration; There is increased expression of BCL10 and ICOSLG; The IL6 signaling pathway 

is overexpressed in VL patients, and there is an increase in the amount of total IL6 and a 

negative correlation between IL6 and splenic WP percentage; There is negative correlation 

between the number of circulating leukocytes and the number of splenic leukocytes. 

CONCLUSIONS: In patients with recurrent VL, there is an accumulation of cells in the spleen 

mediated by reduced apoptosis and cell migration, corroborating to hypersplenism. 

Furthermore, the IL6 signaling pathway contributes to spleen disorganization.  

  

Keywords: Visceral leishmaniasis relapse. Leukocyte population. Spleen. IL6 signaling.  
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1 INTRODUÇÃO  

  

Desde a primeira definição do gênero Leishmania, em 1903, pelo médico britânico 

Ronald Ross, até os dias atuais, diversos estudos foram realizados para a caracterização da 

patogênese, prevenção e tratamento da Leishmaniose visceral (LV). Entretanto, essa é uma 

enfermidade que ainda tem impactos na saúde pública, principalmente do Brasil.  

Sabe-se que a LV é uma doença que afeta diversos órgãos, dentre eles, o baço, e que as 

alterações esplênicas decorrentes da infecção pelo protozoário contribuem para o agravamento 

da enfermidade, destacando-o como órgão-alvo e de interesse de estudos(Costa et al., 2010).  

O nosso grupo tem se dedicado à avaliação das alterações microestruturais esplênicas, e 

em estudos com modelos de infecção natural (cães) e experimental (hamsters e camundongos), 

observou a redução de populações leucocitárias, atrofia de regiões de polpa branca, e alterações 

gênicas que podem prejudicar as funções fisiológicas do baço e torná-lo um órgão permissivo 

à sobrevivência do parasito (De Melo et al., 2021; Hermida et al., 2018; Lima et al., 2014; Melo 

et al., 2020). Em estudos preliminares, também observamos alterações esplênicas em baços de 

pacientes humanos com LV, com redução de áreas da polpa branca e acúmulo de plasmócitos 

na polpa vermelha.  

Decidimos, portanto, aprofundar as investigações e entender como se distribuem os 

leucócitos no baço desses pacientes, e quais são as possíveis alterações gênicas observadas 

nesse órgão que o torna tão alterado durante o curso da doença.  

  

1.1 Leishmanioses  

  

As leishmanioses são um conjunto de enfermidades causadas por parasitos do gênero 

Leishmania que são transmitidos por intermédio da fêmea do vetor flebotomíneo (Lutzomiya sp 

– no continente americano; Phlebotomus sp – na Europa, África e Ásia) (Sharma; Singh, 2008).  

A depender da espécie do protozoário e das interações com o sistema imunológico do 

hospedeiro, a doença pode apresentar quatro formas clínicas distintas: a Leishmaniose cutânea, 

com presença de lesões focais na pele; Leishmaniose mucocutânea, apresentando úlceras e 

lesões em regiões mucosas (geralmente na mucosa nasal); Leishmaniose cutânea disseminada, 

apresentando lesões ulceradas ou não, disseminadas pelo corpo, geralmente em pacientes 

alérgicos ou após tratamento para leishmaniose visceral; Leishmaniose visceral (LV), forma 

sistêmica que afeta o sistema fagocítico mononuclear e que será abordada em detalhes nessa 

revisão (Burza; Croft; Boelaert, 2018; Prata; Silva, 2005; Sharma; Singh, 2008).  
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1.1.1 Epidemiologia da LV  

  

A LV tem sido reportada em diversos países ao redor do mundo, mas a maioria dos 

12.739 casos reportados no ano de 2020 estão concentrados em 10 países das regiões tropical e 

subtropical: China, Eritreia, Índia, Quênia, Sudão, Sudão do Sul, Etiópia, Somália, Yemen e 

Brasil (World Health Organization, 2022). De acordo com o último boletim epidemiológico do 

Ministério da Saúde, em 2020, mesmo com a mobilização de leitos e recursos da saúde devido 

ao curso da pandemia pelo Sars-CoV-2, 1933 casos de LV foram reportados no Brasil; destes 

165 foram a óbito (Brasil, 2022).  

No que diz respeito à distribuição dos casos de LV no país, observa-se que há predomínio 

nas regiões Norte e Nordeste, principalmente em áreas rurais, estando relacionado a fatores 

socioeconômicos e climáticos (Da Silva Santana Cruz et al., 2021). Entretanto, nos últimos 

anos, nota-se o aparecimento de casos endêmicos na região Sul e em áreas urbanas de outras 

regiões. Isso pode significar a expansão da doença e mudanças na tríade epidemiológica da LV 

(Brasil, 2022; Reis et al., 2017).  

  

 1.1.2 Leishmaniose visceral humana  

  

Em seres humanos, a LV pode se apresentar de formas aguda à crônica, estando o baço 

envolvido em todas as apresentações da doença. Além disso, observa-se maior prevalência de 

casos em pessoas do sexo masculino e crianças entre 1 e 4 anos de idade (Da Silva Santana 

Cruz et al., 2021).  

  

1.1.3 Patogênese  

  

A infecção pelo protozoário se dá no momento do repasto sanguíneo, quando a fêmea 

infectada do flebótomo regurgita, na derme do hospedeiro, formas promastigotas de Leishmania 

infantum (maia et al., 2011; Rogers; Chance; Bates, 2002) A picada do vetor induz a geração de 

resposta inflamatória local, que atrai neutrófilos e monócitos para a região(Ribeiro-Gomes; 

Sacks, 2012).  

O recrutamento inicial de células inflamatórias é mediado pela ação de citocinas como 

IL-12, INFy e TNF , citocinas pró-inflamatórias que induzem a ativação de linfócitos T, 
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produção de espécies reativas de oxigênio pelos monócitos e fagocitose das formas 

promastigotas para eliminar o parasito(Volpedo et al., 2021).  

Uma vez fagocitados, os parasitos sofrem mudança para a forma amastigota e podem 

modular a resposta do macrófago. Já tem sido observado que macrófagos infectados por L. 

infantum produzem baixas quantidades de TNF  e possuem menor razão de TNF /IL-10, 

tornando-os menos inflamatórios e favorecendo a sobrevivência do parasito dentro dos vacúolos 

parasitóforos (Singh et al., 2018; Viana et al., 2018).  

As formas amastigotas nos vacúolos parasitóforos se proliferam por divisão binária. 

Quando a quantidade de parasitos excede a capacidade suportada pela célula, ocorre a lise e a 

liberação de novos parasitos. Os antígenos ali presentes induzem resposta inflamatória e atração 

de novos fagócitos para o local, consistindo em novas células de sobrevivência para as formas 

amastigotas (David Sibley, 2011).  

Outrossim, a infecção de macrófagos e células dendríticas por L. infantum, altera a 

expressão de moléculas de adesão, aumentando a quimiotaxia pela expressão de CCR7 e 

migração pela via PI3K, contribuindo para a disseminação do parasito para nichos distantes do 

sítio da infecção, como por exemplo a medula óssea, fígado e baço(Rebouças et al., 2021; Rocha 

et al., 2020).  

A persistência do protozoário nesses órgãos, cria um ambiente inflamatório, com 

participação de linfócitos Th1, como os CD4+ citotóxicos, e liberação de citocinas como INFy 

e TNF . Essas citocinas atuam ativando macrófagos e células NK que podem eliminar o 

parasito às custas do dano às células do hospedeiro, levando ao aparecimento de sinais clínicos 

da enfermidade (Dayakar et al., 2019; Ghosh et al., 2021).  

Além dos macrófagos não-responsivos, sabe-se que os linfócitos T, especialmente os 

linfócitos T regulatórios (Treg), contribuem para a patogênese da LV. Em um estudo utilizando 

sangue periférico de pacientes com LV, observou-se que havia aumento da população de Treg 

com fenótipo CD4+Foxp3+ associado a elevação de IL-10, impedindo a ativação de Linfócitos 

T com perfil Th1 (Ghosh et al., 2021; Rai et al., 2012).  

Portanto, o estabelecimento ou não da infecção pelos parasitos depende, sobretudo, da 

capacidade do hospedeiro em subverter a modulação da resposta de perfil regulatório. Tem sido 

observado que em indivíduos sintomáticos, há predomínio de resposta do tipo Th2, com 

envolvimento de citocinas como IL10, IL6 e IL4. Já naqueles que apresentam perfil misto de 

ativação Th1/Th2, tem sido relacionado com menor carga parasitária e doença mais branda 

(Samant et al., 2021a).  
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Devido a essa complexa interação parasito-hospedeiro, as manifestações clínicas na LV 

humana assumem um espectro que vai desde indivíduos assintomáticos, à indivíduos com 

apresentação crônica e refratários ao tratamento convencional, e ao óbito (Saporito et al., 2013).  

Sabe-se que a capacidade de transmissão da LV permanece mesmo em indivíduos 

assintomáticos (Laurenti et al., 2013). Assim, quando um vetor não infectado, no momento do 

repasto sanguíneo, ingere formas amastigotas presentes em monócitos circulantes e macrófagos 

da derme, essas formas amastigotas ao alcançarem o intestino do vetor flebotomíneo irão sofrer 

modificação para a forma promastigota, forma infectante do protozoário (Rogers; Chance; 

Bates, 2002).  

  

1.1.4 Apresentação clínica da LV  

  

As formas de apresentação clínica podem variar de acordo com características 

imunológicas, genéticas e socioambientais às quais o paciente está inserido. Em regiões 

endêmicas, estima-se que há prevalência de 69% de casos assintomáticos. Nesses casos, a 

presença de sinais inespecíficos e passageiros, como febre branda, tosse seca e sudorese, não 

levam o indivíduo à procura por atendimento médico, e o diagnóstico nesses pacientes é quase 

sempre acidental (Mannan et al., 2021).  

De acordo com os parâmetros preconizados pelo Ministério da Saúde, casos de febre 

alta associada à esplenomegalia devem ser tratados como suspeita de LV, e a confirmação 

através da identificação direta ou por cultura do parasito, ou imunofluorescência indireta 

(Brasil, 2014).  

Em alguns casos, geralmente em crianças e indivíduos de área não endêmica, a LV pode 

ser aguda. Nesses, ocorre a presença de febre alta, tosse não produtiva, diarreia e 

hepatoesplenomegalia discreta, além de quantidades elevadas de IgG sérica anti-Leishmania. A 

evolução do quadro usualmente não ultrapassa os 2 meses, podendo evoluir para cura 

espontânea (Michalick; Ribeiro; Da Silva, 2016).  

No período em que alguns autores consideram como período de estado ou fase crônica, 

os pacientes com LV apresentam febre intermitente, palidez de mucosas, tosse, emagrecimento, 

aumento do volume abdominal em decorrência de hepatoesplenomegalia e em alguns casos, 

apresentam linfadenopatia (Michalick; Ribeiro; Da Silva, 2016; Queiroz; Alves; Correia, 2004; 

Saporito et al., 2013).  

Além das alterações clínicas, esses pacientes cursam com alterações laboratoriais como 

a anemia, trombocitopenia, leucopenia, alteração da razão albumina/globulina e das enzimas 
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hepáticas (TGO e TGP), assim como discreto aumento dos níveis séricos de ureia e creatinina 

(Costa et al., 2010; De Araújo et al., 2012; Queiroz; Alves; Correia, 2004). As alterações 

laboratoriais acompanham as manifestações clínicas e podem se intensificar a medida em que 

piora o estado geral do paciente.  

Quando a doença não é diagnosticada ou quando o paciente não responde ao tratamento 

adequado, os sinais e sintomas podem se agravar. Nesses pacientes em estado grave é possível 

observar, além dos outros sinais descritos: desnutrição acentuada, fraqueza, pele opaca e cabelos 

quebradiços, sangramentos espontâneos, edema de membros inferiores, icterícia e surgimento 

de coinfecções bacterianas. Estando esses sinais associados ao prognóstico ruim e desfecho com 

óbito do paciente (Costa et al., 2010; Da Silva et al., 2020; De Araújo et al., 2012).  

No Brasil, o tratamento de primeira escolha é feito com antimoniais pentavalentes, com 

duração entre 20 e 30 dias. Se após esse período não ocorrer a cura clínica, é reiniciado o 

tratamento por período mais prolongado, não ultrapassando 40 dias. Os casos em que não 

apresentem cura clínica nesse período (ausência de febre, melhora dos parâmetros 

hematológicos e redução da hepatoesplenomegalia) são classificados como casos de falha 

terapêutica, podendo ser instituídas outras terapias, como a Anfotericina B e Anfotericina B 

Lipossomal, por exemplo (Brasil, 2014; Pelissari et al., 2011).  

Não é incomum que, mesmo após o tratamento efetivo, pacientes apresentem novos 

sintomas de LV em um período de até 12 meses após cura clínica, classificando-os como casos 

de recidivas de LV. Alguns estudos identificaram como fatores preditores de recidivas em 

pacientes imunocompetentes: ser do sexo masculino e com idade < 5 anos e > 45 anos, presença 

baços maiores na admissão hospitalar e menor redução da esplenomegalia após o tratamento 

(Burza et al., 2014; Gorski et al., 2010).  

Esses fatores põem em destaque a participação do baço na patogênese da LV. Apesar de 

não haver indicação da esplenectomia como terapia alternativa em casos de LV recidivante 

(Brasil, 2014), existe uma série de casos em que a esplenectomia eletiva realizada em pacientes 

refratários ao tratamento e com múltiplas recidivas foi eficaz em promover a cura clínica 

(Campos et al., 2021; Dutra et al., 2012; Reinaldo et al., 2022).  

Ainda não se sabe qual a implicação da retirada do baço para o tratamento da LV, mas 

acredita-se que devido ao tamanho elevado do órgão, a quantidade de medicamento 

administrada seja insuficiente para eliminação dos parasitos, portanto, a remoção cirúrgica de 

um importante órgão do sistema retículo-endotelial contribua para a efetividade do tratamento, 

assim como reduz o efeito do hiperesplenismo (Lekic et al., 2022; Reinaldo et al., 2022).  
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Outro fator relacionado ao aparecimento de recidivas é o estado imunológico do 

paciente. Em um estudo que avaliou pacientes em diferentes condições de imunossupressão, foi 

observado que aproximadamente 40% deles apresentaram ao menos uma recidiva 

(FernándezGuerrero et al., 2004). Dentre as condições de imunossupressão, a infecção pelo 

vírus da imunodeficiência humana (HIV) é uma condição frequente observada em pacientes 

com LV grave, e será abordada em detalhes.  

  

1.1.5 Coinfecção LV e HIV  

  

No Brasil, no ano de 2020, aproximadamente 12% dos casos de LV diagnosticados eram 

também HIV positivos (Brasil, 2022). Ambas as enfermidades são de caráter imunossupressor, 

e já se tem notado que pacientes com LV-HIV podem progredir mais rapidamente para AIDS, 

aumentando o risco de morte (Pintado et al., 2001).  

O HIV e L. infantum possuem células alvo em comum, monócitos, e em estudos in vitro 

foi percebido que há atuação sinérgica entre o protozoário e o HIV. Enquanto macrófagos 

derivados de pacientes HIV+ aumentam a capacidade de fagocitar Leishmania, amastigotas em 

células dendríticas induzem a replicação viral em linfócitos T CD4+ pela secreção de IL6 e 

TNF  (Garg et al., 2009; Maksoud et al., 2022).  

Outro aspecto em comum às duas enfermidades é que em ambas observamos a redução 

de linfócitos T CD4+. Esse dano à essa população de células se mantém mesmo após o 

tratamento para LV e cura clínica, em que se observa números de T CD4+ abaixo de 200 

células/mL de sangue nos pacientes fazendo uso de antirretrovirais (Alexandrino - de - Oliveira 

et al., 2010).  

A diminuição de TCD4+, gera um ambiente propício à proliferação do protozoário, 

levando o paciente à um estado de infecção crônica e imune estimulação persistente, ativando, 

portanto, mecanismos de tolerância e exaustão imunológica observado pelo aumento da 

expressão de marcadores como PD1 e CTLA4 na superfície de linfócitos T regulatórios nesses 

pacientes (Lindoso et al., 2018; Vallejo et al., 2015). Além disso, Guedesid et al. (2022) 

demostraram que há elevação do nível sérico de citocinas como IL6, IL10 e IL17A, em 

pacientes sintomáticos LV-HIV positivos, indicando que nesses, também há susceptibilidade ao 

desenvolvimento da doença relacionada ao perfil Th2 de resposta.  

As alterações da população de TCD4+ impactam diretamente na apresentação clínica. 

Por possuírem ambiente menos inflamatório, desenvolvem sintomas iniciais mais brandos e 

sinais que se confundem muitas vezes com outras infecções oportunistas, como a presença de 
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tosse e diarreia. Isso leva ao aumento do tempo entre aparecimento dos sintomas e o diagnóstico, 

impactando na resposta ao tratamento (Henn et al., 2018; Lindoso et al., 2018).  

Para mais, apesar das alterações laboratoriais normalmente encontradas em pacientes 

com LV, também serem observadas em pacientes coinfectados, nesses, a leucopenia, linfopenia 

e anemia são mais frequentes e apresentam valores absolutos menores que nos pacientes 

somente com LV (Henn et al., 2018; Pintado et al., 2001).  

Pacientes coinfectados LV-HIV apresentam maiores chances de recidivas e morte 

(Nascimento et al., 2011). Portanto, é importante avaliar a presença de redução de TCD4+, baixa 

dosagem da produção de IFN  e alta expressão de PD1 ao final do tratamento, pois esses dados 

podem predizer se o paciente LV-HIV irá apresentar recidivas dentro de 3 meses (Takele et al., 

2022b).  

  

1.2 O baço  

  

O baço é um órgão localizado entre a 9ª e 11ª costelas, no hipocôndrio esquerdo do corpo 

humano, normalmente pesando aproximadamente 200g. É um órgão parenquimatoso, 

circundado por uma cápsula de tecido conjuntivo, que se projeta para o interior formando 

trabéculas. Este órgão é irrigado através da artéria esplênica e drenado para a circulação 

sistêmica através da veia esplênica (Chadburn, 2000; Redmond et al., 2005; Stingl et al., 2002).  

O baço possui principalmente duas funções: retenção e destruição de hemácias 

senescentes com reciclagem do ferro; órgão linfoide secundário participando da vigilância 

imunológica para antígenos circulantes no sangue. Essas funções estão diretamente 

relacionadas ao padrão organizacional desse órgão, histologicamente dividido em polpa branca 

(PB) e polpa vermelha (PV) (Chadburn, 2000).  

A artéria esplênica adentra ao baço através das trabéculas, e se ramifica em diversas 

outras arteríolas menores pelo parênquima esplênico, chamadas de arteríolas centrais. Essas, 

desembocam em sinusoides rodeados pelos cordões esplênicos espalhados pela PV, e o sangue 

é coletado por capilares e vênulas dispostas pelo órgão.  

Os cordões esplênicos são estruturas formadas por fibras colágenas e reticulares 

produzidas por fibroblastos locais, além de serem povoados principalmente por monócitos e 

macrófagos, mas também são encontrados outros componentes como eritrócitos, linfócitos B e 

T, plaquetas e eventualmente plasmócitos (Kraus, 2003; Steiniger, 2015).  

Os macrófagos da PV se localizam, especialmente, próximos aos sinusoides, pois facilita 

o processo de fagocitose das hemácias envelhecidas. Assim, ocorre o processo de degradação 
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dessas células e reciclagem do ferro. Ademais, esses macrófagos residentes da PV expressam 

receptores de IgG na membrana, indicando papel fundamental na remoção de moléculas 

opsonizadas da circulação sanguínea (Kurotaki; Uede; Tamura, 2015; Nagelkerke et al., 2018).  

As arteríolas centrais são circundadas por umas camadas de linfócitos T, formando o 

que se chama de bainha linfoide periarteriolar (Periarteriolar Lymphoid Sheats – PALS), e 

podem se abrir em sinusoides que circundam os folículos linfoides, em uma região conhecida 

como seio marginal. Nessa região são encontrados macrófagos metalofílicos e é onde acontece 

a recirculação de linfócitos T e B (Steiniger; Rüttinger; Barth, 2003).  

As células se mantêm nas regiões determinadas graças à expressão de fatores de 

quimioatração pelas células do estroma, como por exemplo CCL19 e CCL21 para linfócitos T 

e células dendríticas na PALS e CXCL13 para os linfócitos B nos folículos (Ohl et al., 2003). 

Essa região da PB é a parte esplênica responsável pela formação de resposta imunológica e é 

onde são ativados os linfócitos B.  

O folículo linfoide apresenta uma região chamada de zona do manto, rica em linfócitos 

B imaturos, e pode apresentar uma região de centro germinativo (CG), que aparece após 

estimulação antigênica. Essa, consiste em um local de intensa proliferação de clones de 

linfócitos B, além de conter células dendríticas foliculares, que auxiliam no processo de seleção 

de linfócitos B maduros (Cesta, 2006; Mebius; Kraal, 2005).  

Entre a PB e a PV, existe uma região de transição, conhecida como zona marginal, é 

através dela em que ocorre a interação entre as moléculas e células oriundas da corrente 

sanguínea e a PB ou PV. Na zona marginal é possível encontrar dois tipos de macrófagos com 

perfis fenotípicos distintos: macrófagos da zona marginal com expressão de lectina do tipo C 

(SIGNR1) e receptor MARCO, ligado ao reconhecimento de bactérias Gram + e Gram -; 

macrófagos metalofílicos da zona marginal que expressam moléculas de adesão do tipo 

SIGLEC1 principalmente (Mebius; Kraal, 2005).  

No baço, podem ser observadas tanto resposta imune inata quanto adaptativa. A resposta 

imune inata se dá principalmente frente a bactérias circulantes na corrente sanguínea, como  

Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus e Neisseria meningitidis.  

Essas são reconhecidas e fagocitadas pelos macrófagos da zona marginal (Mebius; Kraal, 2005; 

Perez et al., 2017).  

A resposta imune adaptativa, por sua vez, inicia após a entrada de células apresentadoras 

de antígeno, pela zona marginal, nas áreas de células T. Isso induz que linfócitos T da PALS 

passem a expressar CXCR5 e migrem para região de contato com a zona de linfócitos B no 

folículo linfoide, enquanto linfócitos B foliculares aumenta a expressão de CCR7 para migrar 
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em direção à zona de células T. O contado de linfócitos T helper, especialmente T CD4+, com 

células B foliculares, induz a proliferação dessas através da co-estimulação ICOS-ICOSLG e 

da secreção de citocinas como a IL-21 (Lewis; Williams; Eisenbarth, 2019).  

Após a proliferação, que acontece na zona escura do CG, as células B adentram à zona 

clara do CG onde serão selecionadas através do contato com células dendríticas foliculares que 

possuem antígenos aderidos à superfície. Aquelas que se ligarem com alta afinidade, são 

selecionadas e podem se diferenciar em plasmócitos ou células B de memória (Lewis; Williams; 

Eisenbarth, 2019; Maclennan, 1994; Mebius; Kraal, 2005).  

  

1.2.1 O baço na LV  

  

O baço é um órgão alvo da LV, afetado em todas as apresentações clínicas da 

enfermidade. Consiste em um importante nicho de replicação parasitária, e as alterações 

observadas no órgão se relacionam com alguns dos sinais clínicos dos pacientes com LV.  

Um dos marcadores clínicos de suspeita da LV é a presença da esplenomegalia. Essa 

alteração, que não é específica da LV, pode ser em virtude do aumento das funções esplênicas, 

observado em doenças hematológicas, ou infiltração de células do sistema imune, como visto 

em doenças crônicas e inflamatórias (malária e LV) (Mckenzie et al., 2018). Assim, a 

esplenomegalia pode levar à um quadro de hiperesplenismo, condição em que o baço passa a 

reter grande quantidade das células sanguíneas, e o paciente pode ter alterações laboratoriais 

como anemia, trombocitopenia e leucopenia.  

Não só modificações macroscópicas são observadas nesse órgão, como também na 

organização estrutural e composição celular do baço, descritas por Veress et al. (1977). Nesse 

trabalho utilizando baços de pacientes humanos, foram observadas atrofia da polpa branca 

esplênica, presença de macrófagos parasitados e acúmulo de plasmócitos na PV dos pacientes 

com LV.  

De fato, a redução da área de polpa branca é um achado também em estudos 

experimentais. Em camundongos, a infecção por L. donovani promoveu a redução de células 

dendríticas foliculares, comprometendo a ativação de linfócitos B e formação de CG (Smelt et 

al., 1997). O comprometimento da formação de CG se relaciona com a resposta ineficiente 

frente à patógenos circulantes no sangue, haja vista que pacientes com LV frequentemente vão 

à óbito em decorrência de infecções bacterianas (Endris et al., 2014).  

Outro fator observado é que em cães com LV, as alterações da organização da PB 

esplênica estão associadas à maior parasitismo no órgão, e maior frequência de sinais clínicos, 
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indicando o papel do comprometimento do baço com o aumento da susceptibilidade à LV (Lima 

et al., 2014).  

Diversos estudos têm demonstrado que a alteração da PB esplênica na LV acontece à 

medida em que progride a doença, observando primeiro uma hiperplasia dos folículos, seguida 

de atrofia e desaparecimento das sub-regiões de PB. Com isso, pôde-se graduar a organização 

da PB em três níveis: Organizado – PALS e folículos linfoides presentes, com CG, zona do 

mantos e marginais preservadas; moderadamente desorganizado – desaparecimento de CG, e 

leve atrofia dos folículos; desorganizado – atrofia de folículos linfoides e desaparecimento dos 

limites entre PB e PV (Hermida et al., 2018; Santana et al., 2008).  

Compreender de que maneira ocorre a desorganização esplênica tem sido objeto de 

investigação em uma série de estudos experimentais e de infecção natural. O que se observa é 

que ocorre redução de linfócitos B na PB, acúmulo de plasmócitos na PV, redução células 

dendríticas foliculares e de linfócitos T, e elevação de marcadores de exaustão (PD1 e CTLA4), 

alterando o perfil celular no baço desorganizado (De Souza et al., 2019; Hermida et al., 2018).  

O processo de remodelamento da PB parece também estar relacionado ao parasitismo e 

com a produção de citocinas no órgão. Observa-se que a produção de TNF  por macrófagos 

infectados leva à secreção de IL-10, essa citocina suprime a migração de células dendríticas via 

CCR7, contribuindo para a desorganização da PB (Montes De Oca; Engwerda; Kaye, 2020).  

Já as alterações foliculares na LV são mediadas pela redução da expressão de CXL13, 

CCL19 e CCL21, quimiocinas importantes para manutenção da organização folicular. Também 

foram observadas redução na expressão de genes como DLK1, envolvido com a ativação de 

células B, em baços desorganizados, e aumento da expressão de CDKN2A, grupo gênico 

relacionado à inibição do ciclo celular e senescência (De Melo et al., 2021; Silva et al., 2012).  

Alguns estudos dedicaram-se ao entendimento dessas alterações histológicas em baço 

de seres humanos, investigando as alterações leucocitárias, e observaram que há alteração na 

razão de linfócitos TCD4+/TCD8+, elevação de IL10, e resultados divergentes quanto o acúmulo 

ou não de linfócitos Treg (CD4+CD25+Foxp3+) (Dos-Santos et al., 2014; Maurya et al., 2010; 

Nylén et al., 2007).  

Apesar disso, como muitos dos estudos realizados com pacientes humanos utilizam 

aspirados esplênicos e citometria de fluxo para caracterização fenotípica, pouco se sabe a 

respeito das alterações e distribuição dos leucócitos e citocinas no contexto histológico do baço, 

destacando a necessidade de investigações nesse sentido.  
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2 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE  

  

2.1 Justificativa  

  

De acordo com o que foi exposto na revisão de literatura, existem uma série de estudos 

experimentais que demonstram as alterações leucocitárias e esplênicas na LV e como essas 

contribuem para o agravamento da doença.  

A desorganização esplênica também ocorre em seres humanos, e geralmente são 

observadas em pacientes crônicos e com maior gravidade, destacando uma possível associação 

entre as modificações da organização do baço e o maior número de recidivas e falha terapêutica. 

A importância do comprometimento esplênico nesses pacientes fica evidente quando se observa 

melhora do quadro após a remoção cirúrgica do baço.  

Dessa forma, compreender o remodelamento estrutural do baço, entendendo quais são 

as vias gênicas associadas às alterações das populações de leucócitos e citocinas esplênicas de 

pacientes humanos pode auxiliar na identificação de biomarcadores que auxiliem no 

prognóstico de pacientes que não responderão adequadamente ao tratamento convencional, e 

necessitarão de abordagens terapêuticas distintas.  

O nosso grupo tem se dedicado no estudo da desorganização esplênica e identificou 

algumas moléculas e vias de sinalização em infecções experimentais que estão envolvidas nas 

alterações esplênicas. E em um estudo preliminar, ainda não publicado, utilizando baço de três 

pacientes com LV recidivante, pudemos identificar assinatura gênica distinta entre os pacientes 

controle e com LV, assim como entre o baço desorganizado e os que ainda apresentavam alguma 

organização da PB.  

Buscando melhor compreender os resultados observados e refinar as análises, 

ampliamos o número de pacientes em nosso estudo, e propomos realizar uma análise de 

sequenciamento gênico, correlacionando aos achados clínicos, laboratoriais, histopatológicos e 

de fenótipo celular no baço de pacientes com LV recidivante.  

  

2.2 Hipótese  

  

A nossa hipótese é que pacientes com LV recidivante apresentam desestruturação dos 

microambientes esplênicos com alteração da relação entre células responsáveis pela imunidade 

contra Leishmania e outros patógenos, associada a um perfil de expressão de citocinas que 

favorece a manutenção da infecção por Leishmania.  
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3 OBJETIVOS  

  

3.1 Objetivo geral  

  

Definir quais as células e vias de sinalização potencialmente envolvidas na 

desestruturação dos compartimentos esplênicos e provável associação com progressão da 

doença na leishmaniose visceral humana.  

  

3.2 Objetivos específicos  

  

#1 – Comparar a distribuição de leucócitos (linfócitos T [CD3, CD4, CD8] e B, 

Macrófagos e Plasmócitos) em baços de pacientes com LV recidivante e em indivíduos 

sem doenças crônicas;  

#2- Comparar a distribuição de leucócitos produtores das citocinas (IFN , TNF , 

TGF , IL1B, IL4, IL6, IL10 e IL17) em baços de pacientes com LV recidivante e em 

indivíduos sem doenças crônicas;   

#3 – Comparar o perfil de expressão genica entre baços de pacientes com LV recidivante 

e em indivíduos saudáveis.  

#4–Identificar células e vias de sinalização diferencialmente representadas na 

desestruturação dos compartimentos esplênicos em indivíduos com LV recidivante;  

4 METODOLOGIA E ESTRATÉGIAS DE AÇÃO  

  

4.1 Pacientes  

  

Nesse estudo, foram utilizados 6 baços de pacientes com LV submetidos à 

esplenectomia para controle da infecção por Leishmania, oriundos do Instituto de Doenças 

Tropicais Nathan Portela (Teresina-PI), e 5 baços de pacientes sem LV submetidos à 

esplenectomia por trauma ou outras razões (não infecciosas) obtidos do Hospital do Subúrbio 

(Salvador-BA). Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido, e quando não possível (óbito do paciente), a autorização foi obtida junto aos 

familiares.  
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4.2 Variáveis clínicas e sociodemográficas  

  

Também foram coletadas informações clínico-laboratoriais (hemograma, exames 

bioquímicos, histórico de doenças, entre outras informações) e variáveis sociodemográficas 

(idade, sexo, grau de instrução, entre outras) a partir dos prontuários hospitalares.   

  

4.3 Processamento histológico  

  

Os fragmentos do baço, contendo de 3 a 4 mm de espessura, foram fixados em 

paraformaldeído ou formalina alcoólica ácida, por 24h à temperatura ambiente. Então, foram 

embebidos em parafina e feitas secções histológicas com 4 a 5 mm de espessura. As lâminas 

foram coradas em HE para avaliação histopatológica do baço, ou processadas para 

imunohistoquímica.  

  

4.4 Processamento imunohistoquímico  

  

Secções de 4-5mm de espessura foram acondicionadas em lâminas silanizadas e 

acondicionadas à 4°C até o momento do uso. Então processou-se a reação de 

imunohistoquímica da seguinte maneira: para os marcadores celulares, CD3 (coelho 

policlonal), CD4 (4B12), CD8 (C8/144B), CD20 (L26), CD68 (KP1) e MUM1, a 

desparafinização e a recuperação do antígeno foram realizadas usando um módulo de pH alto 

(Dako PT Link (PT100 / PT101)) à 97°C por 20 minutos. O kit DAKO EnVision + HRP foi 

usado como sistema de amplificação e o DAB como cromógeno; para a detecção de citocinas 

e outros marcadores foram utilizados os anticorpos primários anti- INFy, TNF , TGF , IL-10, 

IL-4, IL-6, IL-17, IL-1b, Foxp3 e Caspase-3, feita a desparafinização e reidratação em xilol, 

seguidas de uma série decrescente de soluções de etanol e o bloqueio da peroxidase tecidual 

endógena em peróxido de hidrogênio a 3%. A recuperação antigênica foi realizada em banho-

maria com Retrieval Buffer por 25 minutos a 95 ° C, pH 9,0. Em seguida, os cortes foram 

incubados em solução de saponina (0,1% em PBS 0,01 M, pH 7,4) por 10 minutos em 

temperatura ambiente, seguida de incubação em leite desnatado 10% por 30 minutos e 

incubação final com os anticorpos primários diluídos em albumina bovina a 1% - solução PBS, 

overnight a 4°C. Em seguida foi utilizado anticorpo secundário e o sistema LSAB (Dako 

Corporation, Carpinteria CA, EUA, K690) por 30 minutos a 37 ° C. Todas as reações foram 
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reveladas usando uma solução de cromógeno 3′3 diaminobenzidina e contrastadas com 

hematoxilina de Harris.  

  

4.5 Avaliação histológica  

  

A análise histológica do baço foi feita de acordo com os parâmetros descritos: a 

densidade das células (linfócitos, macrófagos, plasmócitos, neutrófilos, megacariócitos) foi 

classificada em uma escala de 0 a 3: 0 – corresponde a ausência dessas células; 1 – corresponde 

a observações de uma ou pequenos agregados em poucos campos de observação; 2 corresponde 

a observação de células em muitos campos; 3 – corresponde a presença de várias células na 

maioria dos campos observados. As observações foram feitas em um aumento de 400x. Além 

disso, a celularidade da PV foi classificada em uma escala de -3 a +3, em que -3 corresponde a 

ausência de células na PV, com regiões despovoadas, e +3 ao aumento de células na PV, com 

muitos agregados e poucas regiões vazias. A classificação quanto à organização da PB  foi feita 

de acordo com as observações de Santana e colaboradores (2008) e revisadas por (HERMIDA 

et al., 2018): Baço tipo 1, com folículos linfoides bem preservados, com os limites entre a ZM, 

CG e PALS bem definidos; Baço tipo 2, quando os folículos linfoides estão hipo ou 

hipertrofiados, e com limites pouco definidos entre as sub-regiões; Baço tipo 3, quando 

observada atrofia de folículos linfoides, e desaparecimento dos limites entre as sub-regiões da 

PB.  

As lâminas coradas por HE foram scaneadas e as imagens foram visualizadas através do 

software Olyvia (Olympus). Foi então realizada a mensuração da área total do corte representado 

na lâmina, e a área ocupada pelas regiões de PB. Após, foi calculado a porcentagem de PB 

representada na lâmina.  

  

4.6 Análise de IHQ  

  

As lâminas coradas por IHQ foram scaneadas e as imagens foram visualizadas através 

do software OlyVIA (Olympus). As marcações foram avaliadas na PB e na PV dos casos, em 

análises quantitativas e semiquantitativas.  

Para as análises na PB, foram escolhidos os 5 maiores folículos (quando possível) 

representados na lâmina, e então foram quantificadas as células marcadas. Nas lâminas em que 

a quantidade de células marcadas era muito grande (CD3, CD4, CD8, CD20), impedindo a 

contagem individual, foi realizada a análise semiquantitativa, calculando a porcentagem de área 
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marcada em relação a área da PB de cada folículo selecionado. Nas outras marcações, que 

permitiam a contagem individual de células, foram realizadas a análise quantitativa, calculando 

a média de células/mm² dos 5 folículos.  

Para as análises na PV, foi feita uma avaliação por hotspot, em que a região com maior 

quantidade de marcação foi selecionada, assim como 4 regiões adjacentes e não sobrepostas, 

do mesmo tamanho (Figura. As células foram quantificadas em cada uma das regiões e 

calculada a densidade de células (células/mm²). Assim como na região de PB, as análises 

semiquantitativas utilizaram o mesmo critério, e foram realizadas nas marcações de CD3 e 

CD4.  

 
  
Figura 1 - Imagem representativa da quantificação de células na Polpa vermelha. Os retângulos vermelhos 

representam as áreas escolhidas para captura e quantificação.  
Fonte: Autor  

  

Nas análises quantitativas, foi realizada a normalização da quantidade de células 

encontradas por região, PB ou PV, com relação ao volume do baço.  

Para calcular o volume do baço e o volume ocupado pelas regiões de PB e PV utilizamos 

o peso do baço (g), a densidade média do baço humano de 1,044g/mL (Stingl et al., 2002) e a 

porcentagem de PB encontrada. Como as secções apresentam espessura entre 4-5μm, o volume 

da secção analisada (Vs) foi calculado multiplicando a área da imagem analisada pela espessura 

média (4,5μm), encontrando o volume em μm³.  

Então a quantidade absoluta de células (Qt) foi estimada utilizando a fórmula:  

  

𝐶𝑞 

𝑄𝑡 = ( )𝑉𝑟   

𝑉𝑠(𝑚𝐿) 

Em que:  

- Qt equivale a quantidade absoluta de células  
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- Cq equivale a quantidade de células contadas na área  

- Vs equivale ao volume da secção analisada  

- Vr volume da região do baço (PB ou PV)  

  

4.7 Processamento para expressão gênica  

  

Fragmentos de baço de três pacientes (LV1, LV2 e LV3), com aproximadamente 

10x10x3 mm, foram acondicionados em tubos com RNALater por 24-48 a 4°C. Após esse 

período, foi retirado todo o líquido e o fragmento congelado em nitrogênio líquido até a extração 

do RNA.  

  

4.8 Extração de RNA  

  

As amostras criopreservadas foram maceradas em TRIzol e processadas para extração 

de RNA, utilizando kit de extração RNAeasy (QIAGEN, Alemanha), com adição de etapa para 

digestão enzimática de moléculas de DNA. A quantidade de RNA foi mensurada por NanoDrop 

e a qualidade avaliada por eletroforese automatizada Agilent Bioanalyzer (Agilent) (qualidade 

do RNA com número RIN (RNA integrity number)>7).  

  

  

4.9 Análise da expressão gênica  

  

A análise da expressão gênica foi realizada através da plataforma nCounter da 

NanoString Technologies, que utiliza código de barras moleculares acoplados aos transcritos 

do RNA alvo para detecção digital, realizada no Genomics Core Leuven (VIB/KULeuven - 

Bélgica).  

Para essa análise foram utilizadas duas Probes: Uma para capturar o RNA mensageiro 

através de ligação complementar, e outra ligada ao código de barra fluorescente, objetivando 

identificar os RNAs mensageiros através da fluorescência após a hibridização.   

A combinação dessas sondas com material genético permite a detecção de transcritos 

desejados via códigos de barras fluorescentes. Os dados brutos foram submetidos ao 

préprocessamento utilizando o software nSolver 2.0 (NanoString Technologies).  
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4.10 Amostra de pacientes saudáveis para expressão gênica  

  

Como controle da análise da expressão gênica, amostras de tecido do baço de pacientes 

saudáveis foram reanalisadas a partir do projeto GTEx (Lonsdale et al., 2013), que conduziu o 

perfil do transcriptoma completo de vários tecidos humanos, incluindo o baço. Três amostras 

foram escolhidas com base na semelhança de idade e gênero com o perfil dos pacientes 

infectados. A biblioteca biomaRt para R (Smedley et al., 2009) foi utilizada para anotações 

genéticas. Os dados brutos foram mapeados em relação à referência do genoma humano 

(GRCh38) usando STAR (Dobin et al., 2013) com parâmetros padrão. A contagem de HT-seq 

(Anders; Pyl; Huber, 2015) atribuiu e contou leituras mapeadas para características genômicas 

anotadas com base nas anotações GENCODE v.  

  

4.11 Enriquecimento de vias de interações  

  

O software Ingenuity Pathway Analysis (IPA) foi utilizado para avaliar as interações e 

gerar redes entre os transcritos diferencialmente expressos, a partir de bases de dados online e 

resultados que foram testados experimentalmente. Como critérios de qualidade, foram 

utilizados um cut-off de log de fold change e False Discovery Ratio <0.05 e z-score. Também 

foi feita uma análise não supervisionada para avaliação funcional de vias canônicas, doenças e 

funções e redes regulatórias mais expressas no conjunto de dados.  

  

4.12 Expressão dos resultados  

  

Todas as amostras foram testadas para avaliar a normalidade. A significância estatística 

das diferenças observadas entre os grupos foi determinada através de testes paramétricos para 

variáveis com distribuição normal. Para as variáveis categóricas, semiquantativas ou de 

distribuição não gaussiana, foram utilizados os testes não paramétricos. As diferenças entre 

proporções foram analisadas utilizando-se o teste do X² ou teste exato de Fisher. Para a análise 

de correlação foi utilizado o software R, calculando através do teste de Spearman. O valor 

crítico para significância dos resultados foi de p<0,05.  

Os gráficos foram gerados utilizando o software GraphPad Prism 5.0 ou Orange Data  

Mining 3.35  
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5 RESULTADOS  

  

5.1 Dados clínicos e laboratoriais  

  

Os parâmetros clínicos e laboratoriais foram obtidos a partir dos prontuários 

hospitalares, tanto dos pacientes com LV como dos pacientes sem LV, e estão sumarizados na 

Tabela 1.  

Observamos que todos os pacientes com LV apresentaram ao menos 4 reinternamentos 

entre o período do 1° diagnóstico da LV e a realização da esplenectomia. Dos 6 pacientes com 

LV, cinco possuíam diagnóstico de infecção por HIV, porém estavam em tratamento com 

antirretrovirais e apresentando carga viral indetectável no momento da esplenectomia.  

A avaliação dos parâmetros laboratoriais evidenciou que pacientes com LV e do grupo 

controle apresentavam anemia, não havendo diferença estatística entre os valores de 

hematócrito e hemoglobina. Quanto à contagem global de leucócitos, houve diferença entre os 

grupos: pacientes com LV apresentaram leucopenia (1635 [1398-3535]), enquanto os pacientes 

do grupo controle apresentaram leucocitose (14800 [13300-16200]) (p=0,0079, 

MannWhitney).  

Todos os pacientes com LV apresentaram baço palpável ao exame clínico, e, após a 

esplenectomia, o peso do baço foi maior nesses pacientes (903,5g [584-1270]) que nos pacientes 

controle (76,5g [60-164]) (p=0,0043, Mann-Whitney).  

Apenas 2 dos 6 pacientes com LV e 2 dos 5 pacientes controle apresentaram valores de 

plaqueta abaixo dos limites de referência (150000), mas não foi observada diferença estatística 

entre os grupos.  

    
Tabela 1 - Dados clínicos e laboratoriais dos pacientes utilizados no estudo.  

 

Parâmetros  LV1  LV2  LV3  LV4  LV5  LV6  Ctr1  Ctr2  Ctr3  Ctr4  Ctr5  

 
Clínicos                        

Idade (anos)  33  55  45  37  37  36  41  19  58  51  89  

Sexo  

Tempo de LV e  

M  M  F  M  M  M  M  M  F  M  M  

esplenectomia  

(anos) Tempo 

HIV e  

5  1  3  2    1  -  -  -  -  -  
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esplenectomia 

(anos)  

9  -  7  10    8  -  -  -  -  -  

Reinternamento  5  5  4  7    5  -  -  -  -  -  

Fraqueza  +  +  +  +    +  -  -  -  -  -  

Emagrecimento  

Mucosa  

+  -  +  +    +  -  -  -  -  -  

hipocorada 

Hepatomegalia  

+  +  ++  +    +  -  -  -  -  -  

(cm RCD)  

Esplenomegalia  

4  -  4  6      -  -  -  -  -  

(cm RCE)  18  12  4  8      -  -  -  -  -  

Hemorragia  +  -  +  -      -  -  -  -  -  

Peso do baço (g)  1882  1066  742  680  1065  295  245  76,5  59,4  60  82,2  

Óbito  -  -  +  -  -  -  -  +  -  +  -  

Laboratoriais 

Hemoglobina  
                      

(g/dl)  7,8  8,7  9,1  9,6  8,5  6,7  4,9  9  10,5  9,1  9  

Hematocrito (%)  25  28  29  32  -  21  15,1  25,5  31,9  28,1  27,2  

Leucócitos  4840  1090  1500  3100  1690  1580  14800  11900  14800 14700 17600  

Plaquetas x 10³  

Cópias HIV  

203  155  84,9  247  150  88,1  120  202  275  150  116  

(inicial)  <50  -  441  <40  -  24942  -  -   -  -  -  

Cópias HIV (final)  

CD4/mm³  

<50  -  Indetec 

tável  

Indetec 

tável  

Indetec 

tável  

Indetec 

tável  

-  -   -  -  -  

 50  -  122  69  61  101  -  -   -  -  -  

pré-cirúrgico  

CD8/mm³             

pré-cirúrgico  

CD4/CD8  

344  -  524  -  -  177  -  -  -  -  -  

pré-cirúrgico 

Bilirrubina  

0,14  -  0,23  -  -  0,57  -  -  -  -  -  

direta  -  0,58  0,45  -  -  -  -  -  -  0,2  -  

Bilirrubina indireta  -  0,54  0,22  -  -  -  -  -  -  0,1  -  

TGO  -  18  24  -  -  20  -  -  171  170  -  
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TGP  -  19  20  -  -  9  -  -  111  100  -  

Creatinina  -  1,1  1,8  -  -  0,5  0,8  0,4  2,2  1,2  1  

 
Fonte: Autor  

  

5.2 Aspectos histológicos do baço  

  

Realizamos a análise histopatológica das lâminas de baços corados em HE e não 

observamos presença de periesplenite nos pacientes com LV. Já nos pacientes controle, dois 

dentre os cinco apresentaram a inflamação na cápsula do órgão.  

Quanto à apresentação da polpa branca, observamos que havia desde folículos primários 

a folículos secundários e com CG bem evidentes nos pacientes do grupo controle. Nos pacientes 

com LV observamos de folículos atrofiados (2/6) a hiperplásicos (2/6). Enquanto nos pacientes 

sem LV observamos presença de folículos atrofiados (1/5) a levemente hiperplásicos (2/5). 

Assim, pudemos classificar os baços em tipo I (sem LV 3/5; com LV 2/6); tipo II (sem LV 2/5; 

com LV 3/6) e tipo III (com LV 1/6). Apesar de observarmos baço do tipo II tanto nos pacientes 

com LV como nos pacientes sem LV, nesses, os folículos eram essencialmente primários, 

enquanto nos pacientes com LV, os folículos eram reativos e com perda da delimitação de 

algumas sub-regiões. Esses dados estão representados na Figura 2.  

Mensuramos a área relativa ocupada pela polpa branca e não observamos diferença entre 

os pacientes com LV e sem LV, entretanto, observamos que há redução do número de folículos 

linfoides nos pacientes com LV (p=0,0009, Teste T) (Figura 2G).  
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Figura 2 – Análise histológica dos baços corados em HE. Fotomicrografias do baço de pacientes com LV (A-C) e sem LV (D e E) representando diferentes apresentações de 

organização do baço: Baço tipo I com sub-regiões bem distintas (A e D); baço tipo II com perda da delimitação de algumas sub-regiões (B e E); baço tipo III com atrofia de PB 

e ausência de delimitações entre as sub-regiões da PB. F-Gráfico da porcentagem de área ocupada pela PB; G – Gráfico da distribuição de folículos por área de tecido esplênico. 



 

 

Nos gráficos, cada ponto representa a medida de cada paciente, pontos verdes (baço tipo I), pontos roxos (baço tipo II), ponto vermelho (baço tipo III). PB – Polpa branca; 

PALS – Bainha linfoide periarteriolar; ZM – Zona marginal; CG – Centro germinativo. *** - p= 0,0009, Teste T.   
Fonte: Autor  
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Também foram analisados os parâmetros histopatológicos na PV, e o que observamos é 

que não há alteração na densidade de células, mas há alteração da população de leucócitos 

predominante entre os pacientes do grupo com e sem LV, demonstrando redução da frequência 

de linfócitos (p=0,0184, Mann-Whitney) e aumento da frequência de plasmócitos na PV 

(p=0,0044, Mann-Whitney) (Figura 3).  

 
Figura 3 – Gráfico da frequência de leucócitos na PV. Análise histológica de lâminas em HE da frequência 

relativa de leucócitos em regiões da PV do baço dos pacientes com LV e Sem LV. * - p< 0,05, Mann-Whitney; ** 

- p< 0,01, Mann-Whitney; PV – Polpa vermelha; PMN – polimorfonuclear.  Fonte: Autor  

  

5.3 Distribuição e densidade de leucócitos no baço  

  

A fim de estudar a distribuição dos leucócitos entre a PB e PV, e melhor caracterizá-los, 

realizamos a marcação e quantificação de CD3 – para linfócitos T e dos subtipos CD4 e CD8; 

CD20 – para linfócitos B; CD68 para macrófagos e MUM1 para plasmócitos, através da IHQ.  

A distribuição dos leucócitos se apresenta de maneira distinta entre os tipos de baço, 

conforme representado na figura 4, mas mantém a localização esperada para os marcadores: 

CD3 ocupando principalmente a região de PALS, CD20 ocupando os folículos linfoides, CD68 

principalmente nas regiões de polpa vermelha.  



 

 

  

Porém, ao compararmos os baços do tipo II do grupo com LV ao baços do tipo II do 

grupo sem LV, observamos que há alteração na distribuição de linfócitos T CD4: enquanto nos 

pacientes do grupo sem LV essas células estão principalmente agrupadas nas áreas de PALS, no 

grupo dos pacientes com LV estão distribuídas por toda a área de PB, sem formar agregados na 

região da PALS (Figura 4).  
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Figura 4 – Fotomicrografia leucócitos esplênicos marcados por IHQ. Imagens representativas das marcações por IHQ de linfócitos T CD3+, T CD4+ e TCD8+, linfócitos 

B CD20+ e macrófagos CD68+ nos diferentes tipos de baço dos pacientes com e sem LV. Tipo I – baço organizado; tipo II – baço levemente desorganizado; tipo III, baço 

desorganizado. Observar ausência das sub-regiões da polpa branca no baço do tipo III.  Fonte: Autor  



 

 

  



40  

 

  

Ao realizarmos a quantificação da densidade de células marcadas por região, 

observamos que há aumento na densidade de linfócitos T CD8+ na PB (p=0,0079, 

MannWhitney) (Figura 5C), aumento na densidade de macrófagos CD68+ na PV (p<0,0317, 

MannWhitney) (Figura 5N) e aumento da densidade de plasmócitos MUM1+ na PB e PV 

(p=0,0079, Mann-Whitney) (Figuras 5I e 5M), nos pacientes com LV. Não observamos 

diferença na densidade de marcação de CD3, CD4 e CD20 entre os pacientes (Figura 5).  
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Figura 5 – Gráficos da densidade de leucócitos no baço. Gráficos representativos da proporção ocupada por 

área marcada após IHQ de: CD3 (A e E) na PB e PV, respectivamente; CD4 (B), CD8 (C) e CD20 (D) na PB. 

Gráficos representativos da quantidade de células marcadas por mm² para: CD4 (F), CD8 (G) e CD20 (H) na PV; 

MUM1 (I e M), CD68 (J e N), Caspase 3 (K e O) e Foxp3 (L e P) na PB e PV, respectivamente. Cada ponto 

representa a média de contagem de 5 áreas diferentes por paciente. Barras representam a média e o desvio padrão. 

Ponto verde – Baço do tipo I. Ponto roxo – baço do tipo II. Ponto vermelho – baço do tipo III. * - p=0,0317, 

MannWhitney. ** - p = 0,0079, Mann-Whitney.   
Fonte: Autor  
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Mesmo não sendo observado aumento do número de células na PV do baço dos 

pacientes com LV, houve redução da expressão de caspase 3 (p=0,0317, Mann-Whitney) quando 

comparados ao grupo sem LV (Figura 5O), indicando possível redução de apoptose.  

Apesar de não observarmos diferença na porcentagem da área de PB ocupada por CD3 

e CD20 entre os pacientes sem LV e com LV, percebemos que há uma alteração na relação entre 

os linfócitos B e T nessa área. Enquanto nos pacientes sem LV essa relação se mantém em torno 

de 4 células CD20+ para uma célula CD3+, nos pacientes com LV essa relação está reduzida 

para aproximadamente duas células CD20+ para uma célula CD3+ (p=0,0317, MannWhitney) 

(Figura 6).  

  

* 

 

  
Figura 6 – Razão entre marcação de CD20 e CD3 na polpa branca. Os pontos representam a razão da área de 

CD20 em relação a área ocupada por CD3 na PB esplênica. Barras representam a média e o desvio padrão. Ponto 

verde – Baço do tipo I. Ponto roxo – baço do tipo II- Levemente organizado; Tipo III – Desorganizado.  Fonte: 

Autor  

  

5.4 Distribuição e densidade das citocinas no baço  

  

Com o intuito de avaliar as citocinas e qual a distribuição delas no baço de pacientes 

com LV, realizamos a marcação por IHQ de IL1B, IL4, IL6, IL10, IL17, IFN , TNF  e TGF . 

Sem LV Com LV 

0 

2 

4 

6 
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A distribuição das células marcadas para as citocinas apresentou-se de maneira variada entre os 

pacientes.  

  

Assim, na PB observamos o seguinte: Nos pacientes com LV e baço tipo I havia mais 

células positivas para IFN  e TGF ; nos pacientes com LV e baço do tipo II havia mais células 

positivas para IL1B, IL6, IL10 e TNF ; pacientes do grupo sem LV e baço do tipo I possuem 

mais células IL4 positivas e pacientes do grupo sem LV e baço do tipo II possuem mais células 

IL17 positivas (Figura 7 e 8).  
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 Figura  –    7  –   Desorganizado.  Fonte: Elaboração do autor   



 

 

Fotomicrografias das marcações por IHQ para citocinas na PB. Imagens representativas das marcações de IL1b,  
IL6, IL10, IL17 e TNF  nos pacientes com LV e Sem LV, de acordo com o tipo de baço: Tipo I – Organizado; Tipo II-  
Levemente organizado;  
 Tipo  III  –  
Desorganizado. Observe que há mais células IL6+ nos pacientes com LV.  
Fonte: Autor  
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 Figura  –    8  



 

 

Fotomicrografias das marcações por IHQ para citocinas na PB. Imagens representativas das marcações de IFN , Caspase 3 (Casp3), Foxp3, IL4 e TGF  nos pacientes com LV 

e Sem LV, de acordo com o tipo de baço: Tipo I – Organizado; Tipo II- Levemente organizado; Tipo III –  
Desorganizado.   
Fonte: Autor  
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Já na PV, observamos o seguinte padrão de marcação: Nos pacientes com LV e baço tipo 

I havia mais células TGF  e IFN  positivas; nos pacientes com LV e baço do tipo II havia mais 

células IL6 e IL10 positivas; pacientes do grupo sem LV e com baço tipo I possuem mais células 

positivas para IL1B; Pacientes sem LV com baço tipo II, apresentaram mais células marcadas 

para IL17, IL4 e TNF . Essas estão representadas nas figuras 9 e 10. 
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 Figura  –  9  
Fotomicrografias das 

marcações por IHQ para 

citocinas na PV. Imagens 

representativas das 

marcações IL1b, IL6, IL10, 

IL17 e TNF  nos pacientes 

com LV e Sem LV, de 

acordo com o tipo de baço: 

Tipo I – Organizado; Tipo 

II- Levemente organizado; 

Tipo III Desorganizado.  
Fonte: Autor  
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Figura    –      10  
Fotomicrografias das 

marcações por IHQ 

para citocinas na PV. 

Imagens representativas 

das marcações de IFN , 

Caspase 3 (Casp3), 

Foxp3, IL4 e TGF  nos 

pacientes com LV e Sem 

LV, de acordo com o tipo 

de baço: Tipo I – 

Organizado; Tipo II- 

Levemente organiz ipo 

III – Desorganizado.  
Fonte: Autor  

T   
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No que diz respeito a densidade de células marcadas entre a PB e PV, não observamos 

diferença estatisticamente significante entre as citocinas (Figura 11), exceto pela redução da 

densidade de células positivas para IL4 na PV (p=0,0212, Mann-Whitney) (Figura 11F) e para 

IL17 na PB (p=0,0317, Mann-Whitney) (Figura 11I) dos pacientes com LV quando comparado 

aos pacientes sem LV.  
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Figura 11 – Gráficos representativos da densidade de citocinas no baço. Gráficos representativos da densidade 

de células marcadas por mm² na PB para: IL1B (A), IL4(B), IL6 (C), IL10 (D), IL17 (I), IFN  (J), TNF  (K) e 

TGF  (L); densidade de células marcadas por mm² na PV de IL1B (E), IL4 (F), IL6 (G), IL10 (H), IL17 (M), IFN   

(N), TNF  (O) e TGF  (P). Os pontos representam os valores de média por paciente. Barras representam a média 

e o desvio padrão. Ponto verde – Baço do tipo I. Ponto roxo – baço do tipo II. Ponto vermelho – baço do tipo III. 

* - p<0,05, Mann-Whitney.   
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Fonte: Autor  

5.5 Avaliação da quantidade total de leucócitos e citocinas  

  

Na tentativa de normalizar as contagens de leucócitos e de citocinas, para melhor 

compreender a real dimensão dessas células nos pacientes com e sem LV, realizamos a correção 

de acordo com o volume total do baço dos pacientes.  

Observamos que os pacientes com LV apresentaram, na PB, aumento do volume 

ocupado por: linfócitos T CD3 (p =0,0079, Mann-Whitney) (Figura 12A); células CD8+ 

(p=0,0079, Mann-Whitney) (Figura 11C); linfócitos B CD20 (p=0,0317, Mann-Whitney) 

(Figura 12D); plasmócitos MUM1+ (p=0,0079, Mann-Whitney) (Figura 12I) e macrófagos 

CD68+ (p=0,0317, Mann-Whitney) (Figura 12J). Já na PV desses pacientes, foi observado 

aumento da quantidade de células CD3 (p=0,0238, Mann-Whitney) (Figura 12E), CD8 

(p=0,0079, Mann-Whitney) (Figura 12G), CD20 (p=0,0079, Mann-Whitney) (Figura 12H), 

MUM1 (p=0,0079, Mann-Whitney) (Figura 12M) e CD68 (p=0,0079, Mann-Whitney) (Figura 

12N).   

Com relação às citocinas, apenas houve maior número de IL6 na PB e PV (p=0,0317 e 

p=0,0159, respectivamente, Mann-Whitney) (Figura 13C e 13G) nos pacientes com LV quando 

comparados aos pacientes sem LV. Não observamos diferença estatística entre os grupos ao 

avaliarmos a quantidade absoluta de células positivas para CD4, IL1B, IL4, IL10, IL17, TGF , 

TNF , IFN , Foxp3 e Caspase 3 na PB e na PV dos pacientes (Figuras 12 e 13).  
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Figura 12 – Avaliação da quantidade absoluta de leucoócitos no baço. Gráficos representam o volume ou a 

quantidade de células totais de CD3 (A e E), CD4 (B e F), CD8 (C e G), CD20 (D e H), MUM1 (I e M), CD68 (J 

e N), Caspase 3 (K e O) e Foxp3 (L e P) na PB e PV respectivamente. Note o aumento da quantidade de células 

CD3, CD8, CD20, MUM1 e CD68 nos pacientes com LV. Os pontos representam os valores de média por paciente. 

Barras representam a média e o desvio padrão. Ponto verde – Baço do tipo I. Ponto roxo – baço do tipo II. Ponto 

vermelho – baço do tipo III. * p<0,05, Mann-Whitney. ** - p<0,01, Mann-Whitney.   
Fonte: Autor  
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 Figura 13 – Avaliação da quantidade absoluta de células produtoras de citocinas no baço. Gráficos 

representam a quantidade de células totais positivas para IL1B (A e E), IL4 (B e F), IL6 (C e G), IL10 (D e H), 

IL17 (I e M), IFN  (J e N), TNF  (K e O) e TGF  (L e P) na PB e PV respectivamente. Observar o aumento da 

quantidade de células IL6 nos pacientes com LV. Os pontos representam os valores de média por paciente. Barras 

representam a média e o desvio padrão. Ponto verde – Baço do tipo I. Ponto roxo – baço do tipo II. Ponto vermelho 

– baço do tipo III. * p<0,05, Mann- Whitney. ** - p<0,01, Mann-Whitney.   



59  

  

 

Fonte: Autor  

5.6 Análise integrada  

  

Buscando avaliar integralmente os dados laboratoriais, clínicos e da imunohistoquímica, 

realizamos uma análise de correlação de Spearman. Essa análise foi realizada tanto com a 

densidade das diferentes células nos compartimentos (Figura 14), como também com os 

números absolutos de células positivas na IHQ (Figura 15).  

 
Figura 14 – Correlação da densidade de células, citocinas e parâmetros laboratoriais. No gráfico estão 

representados apenas os valores de correlação entre cada uma das variáveis que apresentaram valor de p<0,05. 

Correlação de Spearman; PB- Polpa branca; PV- Polpa vermelha; HTC – hematócrito; Plat – Plaquetas.  Fonte: 

Autor  

  

Uma das principais observações é que há correlação negativa entre a contagem de 

leucócitos circulantes e a densidade de células CD8 e MUM1 na PB e PV, CD68 na PV e com 

o peso do baço (Figura 14).  
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Já ao avaliarmos as correlações entre o número absoluto de células positivas na IHQ e 

os parâmetros clínico-laboratoriais, além da manutenção da correlação negativa entre leucócitos 

circulantes no sangue e células CD3, CD8, CD20, CD68 e MUM1 positivas no baço, também 

observamos que há correlação negativa entre a porcentagem de PB esplênica e o número de 

células positivas para as citocinas IL6 e IL1B na PV (Figura 15)  

 
Figura 15 – Correlação da quantidade absoluta de células, citocinas e dos parâmetros laboratoriais. No 

gráfico estão representados apenas os valores de correlação entre cada uma das variáveis que apresentaram valor 

de p<0,05. Correlação de Spearman. PB- Polpa branca; PV- Polpa vermelha.  Fonte: Autor  

  

5.7 Avaliação da expressão gênica em pacientes com LV  

  

Para avaliar a expressão gênica dos pacientes com LV e tentar encontrar genes 

potencialmente envolvidos com a progressão da LV e desorganização do baço, foram utilizados 

os baços de 3 pacientes (LV1, LV2 e LV3) em um ensaio do sistema de expressão gênica 
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nCounter (Nanostring Technologies). Os dados foram comparados com dados de expressão 

gênica de controles históricos obtidos de um banco de dados publicamente disponível.  

Dos 590 genes avaliados, foram encontrados 168 genes diferencialmente expressos. 

Dentre eles estão genes que desempenham papéis essenciais na proliferação de células B e na 

formação do centro germinativo, por exemplo. Genes regulados positivamente como BCL10 e 

ICOSLG estavam mais proeminentes nos pacientes LV2 e LV3, enquanto genes como CCR7 e 

RIPK1, associados respectivamente à migração de células T e à indução de apoptose, exibiram 

regulação negativa, particularmente nos pacientes LV1 e LV3.  

A análise da expressão gênica nos pacientes revelou que havia uma assinatura de 

expressão diferente entre os pacientes do grupo com LV (LV1, LV2 e LV3) quando comparados 

com os controles históricos utilizados, demonstrado no heatmap (Figura 16A). Além desse 

padrão de expressão, ao realizar uma análise não supervisionada de clusterização através da 

Principal Component Analysis (PCA), observamos que o padrão de expressão também 

diferenciava dentre os pacientes com LV aqueles com baço organizado (LV2 e LV3) daquele 

com baço desorganizado (LV1) (Figura 16B).  
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Figura 16 Análise da expressão gênica do baço de pacientes com LV. A) O heatmap demonstra que a assinatura 

genética difere de pacientes com LV para doadores normais. A barra de escala representa o valor de Log2FC para 

cada gene. Os dados foram organizados decrescentemente com base na expressão gênica de LV1 B) Gráfico de 

PCA demonstrando que o perfil genético difere entre os pacientes com LV, agrupando o baço organizado (pacientes 

LV2 e LV3) separado do baço desorganizado (paciente LV1). Cada ponto representa o valor PCA de cada paciente. 

Ponto azul – Doador normal; Ponto amarelo – paciente com LV. C) Via de sinalização de IL6 adaptada de 

Kandasamy e colaboradores (2010). Esta via representa o mecanismo de sinalização da IL6 em humanos, os genes 

regulados positivamente em pacientes com LV encontrados em nossa análise estão destacados em vermelho, outros 

genes apresentados neste gráfico não apresentaram alteração de expressão estatisticamente significativa ou não 

foram analisados em nosso conjunto de dados.   
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Fonte: (Fontes et al., 2024) (Apêndice A)  

Com base nesses genes, foi realizada a análise das vias canônicas que revelou 

participação das vias de sinalização de: TREM1, HMGB1, iNOS, receptores do tipo Toll, Fator 

ativador de célula B (BAFF), IL6, APRIL, resposta de fase aguda, resposta de células T helper 

via CD28 e sinalização através de receptores de padrões de patógenos (PPR), como as 10 

principais vias envolvidas, respectivamente (Tabela 2).   

  

Tabela 2 – Vias canônicas de sinalização encontradas através da análise dos genes diferencialmente 

expressos no estudo. Os dados estão organizados por ordem decrescente de Z-score.  

Vias canônicas de sinalização   z-score  

TREM1 Signaling  4,707  

HMGB1 Signaling  3,674  

iNOS Signaling  3,500  

Toll-like Receptor Signaling  3,500  

B Cell Activating Factor Signaling  3,051  

IL-6 Signaling  3,000  

April Mediated Signaling  2,887  

Acute Phase Response Signaling  2,837  

CD28 Signaling in T Helper Cells  2,668  

Role of Pattern Recognition Receptors in Recognition of Bacteria and Viruses  2,558  

Colorectal Cancer Metastasis Signaling  2,556  

Activation of IRF by Cytosolic Pattern Recognition Receptors  2,500  

STAT3 Pathway  2,496  

PI3K/AKT Signaling  2,496  

IL-17A Signaling in Airway Cells  2,496  

Fc Receptor−mediatedphagocytosisin Macrophagesand Monocytes  2,449  

VDR/RXR Activation  2,449  

PKC Signalingin Limphocytes  2,400  

Type I Diabetes Mellitus Signaling  2,400  

TGF- Signaling  2,333  

Ephrin Receptor Signaling  2,333  

MIF Regulation of Innate Immunity  2,333  

Mouse Embryonic Stem Cell Pluripotency  2,309  

RANK Signaling in Osteoclasts  2,309  

Interferon Signaling  2,309  

Inhibition of Angiogenesis by TSP1  2,236  
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IL-8 Signaling  2,132  

Cholecystokinin/Gastrin-mediated Signaling  2,121  

Role of NFAT in Cardiac Hypertrophy  2,111  

Calcium Signaling  2,000  

Endothelin-1 Signaling  1,941  

Agrin Interactions at Neuromuscular Junction  1,890  

MIF-mediated Glucocorticoid Regulation  1,890  

Inflammasome pathway  1,890  

Oncostatin M Signaling  1,890  

Production of Nitric Oxide and Reactive Oxygen Species in Macrophages  1,789  

Death Receptor Signaling  1,698  

Th2 Pathway  1,671  

Cardiac Hypertrophy Signaling  1,667  

Role of NANOG in Mammalian Embryonic Stem Cell Pluripotency  1,667  

PDGF Signaling  1,667  

Pancreatic Adenocarcinoma Signaling  1,667  

Regulation of Cellular Mechanics by Calpain Protease  1,633  

ERK/MAPK Signaling  1,604  

GM-CSF Signaling  1,508  

PTEN Signaling  -1,698  

PPAR RXR Activation  -1,964  

RhoGDI Signaling  -2,000  

Fc RIIBSignalin in B Lymphocytes  -2,236  

Antioxidant Action of Vitamin C  -2,887  

Fonte: Autor  

  

Dentre as vias identificadas, observamos que a via de sinalização de IL6 possuía muitos 

dos genes envolvidos, como JAK1, JAK2, STAT1, STAT3, IL6ST e PRDM1, superexpressos 

nos pacientes com LV, indicando a potencial participação dessa via na progressão da LV (Figura 

16C). Outros achados relacionados às análises gênicas, como estratificação por pacientes com 

e sem HIV, foram avaliados no artigo do Anexo A.  
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6 DISCUSSÃO  

  

Nesse trabalho nos propomos a avaliar as alterações histológicas e gênicas do baço, 

assim como relacionar essas alterações aos achados clínicos e laboratoriais de 6 pacientes com 

LV recidivante. Com isso, observamos que os pacientes com LV apresentam diferentes tipos de 

baço, com alterações na organização leucocitária e distribuição de citocinas na PB e PV, e que 

essas alterações esplênicas se correlacionam com os aspectos laboratoriais dos pacientes.  

Dentre os pacientes analisados, observamos que há diferentes tipos de organização 

esplênica, entretanto, apenas no grupo com LV identificamos presença de baço do tipo III. 

Apesar de não haver informações a respeito da frequência de baços desorganizados entre seres 

humanos que não foram à óbito por LV, em estudos com cães naturalmente infectados estimase 

que 24% dos casos apresentem desorganização (Santana et al., 2008), enquanto todos os seres 

humanos que foram à óbito em decorrência da LV apresentaram algum grau de desorganização 

da PB (Almeida, 2019).  

A fenotipagem dos leucócitos no baço nos permitiu avaliar a distribuição dos linfócitos 

T (CD3, CD4 e CD8) e Treg, linfócitos B, plasmócitos, macrófagos e células apoptóticas nas 

diferentes regiões esplênicas. Nos pacientes com LV verificamos intensa plasmocitose na PV e 

PB do baço, além de maior densidade de macrófagos na PV, conforme observado por outros 

estudos em animais e seres humanos com LV (Carrión et al., 2006; Melo et al., 2020; 

SilvaO’Hare et al., 2016; Veress et al., 1977).  

Ainda que não tenhamos observado alterações na densidade de células CD3 e CD20 

ocupando a PB e PV, houve redução na razão entre CD20/CD3 na PB, que se dá primariamente 

em função da redução da área ocupada por CD20 nos folículos linfoides e predomínio de CD3 

nas áreas remanescentes de PALS. Esta pode ser uma das principais características da 

desorganização observada durante a LV, em que há perda do folículo linfoide e manutenção da 

área de PALS (Hermida et al., 2018), entretanto, devido ao número reduzido de pacientes com 

desorganização esplênica presente em nosso estudo, esta hipótese não pôde ser validada.  

Como um dos mecanismos de ativação das células B é através da interação com  

Linfócitos T helper na borda entre a PALS e folículo linfoide (Lewis; Williams; Eisenbarth, 

2019), é possível que a alteração na relação entre Linfócitos T e B observada em nosso estudo 

possa comprometer a ativação dos linfócitos B nos folículos. Em trabalhos anteriores já foram 

relatadas alterações na população de células B no baço, com redução dessas no folículo e 

acúmulo de células B e plasmócitos na PV (Silva et al., 2012; Silva-Barrios; Charpentier; 
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Stäger, 2018; Silva-O’Hare et al., 2016). Esses achados se relacionam com o aumento da 

densidade de plasmócitos observada na PV e PB dos pacientes com LV.  

Os mecanismos pelos quais os plasmócitos se acumulam no baço de pacientes com LV 

ainda não foram esclarecidos, entretanto postula-se que: 1- há ativação policlonal de linfócitos 

B induzida por antígenos do parasito (Deak et al., 2010; Silva-Barrios; Charpentier; Stäger,  

2018); 2- há aumento da expressão de fatores de sobrevivência para os plasmócitos na PV como 

BAFF e APRIL (Goto et al., 2014; Omachi et al., 2017; Silva-O’Hare et al., 2016). Em nosso 

estudo, não observamos aumento da expressão de BAFF ou APRIL, entretanto as vias canônicas 

envolvidas com a sinalização dessas moléculas aparecem superreguladas.  

Na análise da expressão gênica, o gene IFNG apresentou-se super expresso nos pacientes 

com LV, sobretudo no paciente com baço organizado. Apesar disso, na análise de IHQ não houve 

diferença na densidade de células IFN + quando comparados os grupos com e sem LV. Nem 

sempre é possível observar a correlação entre os níveis de mRNA na expressão gênica e 

quantidade da proteína no tecido, e isso pode ser tanto por mudanças pós-translacionais como 

limitações metodológicas do estudo (Buccitelli; Selbach, 2020).  

Sabe-se que a citocina IFN  induz a ativação de macrófagos e ativa a capacidade de 

destruição do parasito (Blackwell; Fakiola; Singh, 2020; Romano et al., 2021), porém, mesmo 

com elevação sérica de IFN , a atividade dessa citocina em pacientes com LV ativa está 

reduzida, o que colabora para a sobrevivência do parasito e progressão da enfermidade (Caldas 

et al., 2005; Hailu et al., 2004; Kumar et al., 2019).  

Além disso, o maior número de células TGF  + e Treg foi observado nos pacientes com 

LV e baço organizado. Segundo a literatura, a expressão de Foxp3 por linfócitos Treg é induzida 

pela ação da TGF  (Marie et al., 2005) e a ação de citocinas regulatórias favorece a 

sobrevivência dos parasitos (Chowdhury et al., 2015; Ghosh et al., 2021), desta forma, é 

possível que a atividade regulatória nesses pacientes com LV recidivante suprima a ação de 

IFN , tornando o baço um ambiente propício para a replicação e sobrevivência do parasito.  

Embora alguns trabalhos relacionem a elevação de IL10 com a progressão da doença e 

aumento da carga parasitária (Costa et al., 2012; Moulik et al., 2021; Samant et al., 2021b), não 

observamos alterações na distribuição de IL10 entre os pacientes. Medrano et al. (2001), através 

da avaliação sérica de citocinas em pacientes coinfectados LV-HIV, demonstraram que havia 

redução na quantidade de IL10 circulante quando comparados à pacientes só com LV. Cinco 

dos seis pacientes com LV em nosso estudo apresentam coinfecção com o vírus HIV, e apesar 
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de estarem com a carga viral indetectável no momento da esplenectomia, não podemos descartar 

a hipótese de que as alterações em virtude da coinfecção persistam mesmo após o tratamento.  

Além das alterações nas relações e densidade celulares, os pacientes com LV também 

apresentam baços maiores, que pode ter impactos sistêmicos importantes. Pensando nisso, 

propomos aqui um método analítico que também leva em consideração o tamanho e peso do 

órgão nesses pacientes. Com isso, pudemos observar que nesses pacientes há um aumento 

global importante no número de leucócitos (Linfócitos T, B, plasmócitos e macrófagos) e de 

IL6 presentes no baço dos pacientes.  

Essa observação confirma o que foi identificado nas análises de expressão gênica, em 

que uma das vias canônicas com alta expressão foi a via de sinalização por IL6 (elevação da 

expressão de genes como JAK1, JAK2, STAT1, STAT3, IL6ST e PRDM1). A produção e secreção 

de IL6 é induzida a partir da interação de patógenos com receptores do tipo TLR presentes na 

membrana de macrófagos, e essa citocina age na ativação e proliferação de células como 

linfócitos B, por exemplo (Verboogen et al., 2019). Neste trabalho, a via de sinalização por TLR 

estava superativada em pacientes com LV, também observamos correlação positiva entre a 

quantidade de células IL6+ na PB e PV do baço com a quantidade de macrófagos e linfócitos 

B, confirmando os achados da expressão gênica.  

Em contrapartida, há correlação negativa entre a quantidade de IL6+ na PV e a 

quantidade de PB dos pacientes, sugerindo que essa citocina possa estar envolvida com a 

redução da área de PB observada nos pacientes com LV. Para mais, os estudos acerca das 

citocinas e LV têm demonstrado que a IL6 é um importante marcador de gravidade, e elevados 

níveis séricos dessa citocina se correlacionam com maior risco de morte dos pacientes (Dos 

Santos et al., 2016). Além disso, a redução dos níveis séricos dessa citocina é utilizada como 

parâmetro avaliativo da eficácia do tratamento. Todos os nossos pacientes com LV apresentaram 

falha terapêutica e recidivas, o que pode sugerir a participação da IL6 nesse processo.  

Um dos resultados da sinalização por IL6 é o aumento da expressão do gene PRDM1, 

que além de induzir a diferenciação de linfócitos B em plasmócitos, também é altamente 

expresso em linfócitos T com fenótipo de exaustão (Cretney et al., 2011; Fu et al., 2017). A 

exaustão do sistema imune tem sido recorrentemente associada aos pacientes com LV, 

contribuindo para a progressão da enfermidade, sobretudo nos pacientes LV-HIV infectados 

(Costa-Madeira et al., 2022; De Souza et al., 2019; Takele et al., 2022a; Vallejo et al., 2015). A 

hipótese da exaustão de células T pode ser verificada em nosso estudo através da elevação da 

expressão dos genes de PRDM1, CD274 (PD-L1) e CD44 em pacientes com LV. Além disso, 
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no baço desorganizado não foram observadas citocinas como IL4, IL10, TGF  e IFN , 

sugerindo um estágio de anergia de resposta imune nesse paciente.  

Ao corrigirmos a quantidade de células pelo volume total do baço, pudemos observar 

que nos pacientes com LV havia aumento da quantidade de linfócitos T, B e macrófagos no 

baço. Ao correlacionarmos esses achados com os achados laboratoriais, observamos que há 

correlação negativa entre a quantidade de leucócitos circulantes no sangue e a quantidade de 

leucócitos esplênicos. É possível que essa alteração se dê em função do hiperesplenismo, 

condição frequente em pacientes com LV grave. Nessa condição, há retenção de leucócitos do 

sangue periférico no baço, culminando com o aparecimento de leucopenia, assim como anemia 

e trombocitopenia (Dutra et al., 2012; Varma; Naseem, 2010).  

Uma das principais limitações do estudo é a dificuldade de obtenção de espécimes de 

baço de pacientes sem doenças infecciosas. Aqui, utilizamos baços oriundos de pacientes que 

sofreram algum tipo de trauma, como perfuração por armas de fogo ou ruptura por trauma 

mecânico (quedas e acidentes automobilísticos). Nesses casos, é possível observar o aumento 

no número de células e citocinas de fase aguda da inflamação (Goodman et al., 2008; Volpin et 

al., 2014), muitas vezes relacionado ao risco de sepse.  

De fato, observamos que nesses pacientes sem LV havia aumento da densidade de IL17 

na PB e tendência a maior frequência de neutrófilos na PV, além disso, também apresentaram 

leucocitose periférica. Como a citocina IL17 está envolvida na ativação neutrofílica à resposta 

contra bactérias extracelulares, induzindo células do endotélio vascular na secreção de outros 

mediadores pró-inflamatórios como IL1b e TNF (LIU et al., 2016), é possível que esse 

mecanismo esteja presente nos pacientes sem LV, mascarando os valores de IL17 nos pacientes 

com LV  

Apesar no número amostral reduzido, pudemos observar que os pacientes com LV 

apresentam diferentes tipos de resposta imune durante a enfermidade, que pode ser entendido 

como: 1- Pacientes com o baço organizado apresentam padrão de misto de resposta Th1/Th2, 

com expressão de citocinas como IFN  e TGF ; 2- A medida em que ocorre algum grau de 

desorganização esplênica, há elevação da citocina IL6, culminando com proliferação de 

linfócitos B e acúmulo de plasmócitos no órgão; 3- Estabelecimento da desorganização do baço 

e estado de exaustão da resposta imune com ausência da produção de citocinas.  

Para mais, esse é um dos poucos trabalhos que utilizam amostras de baço de seres 

humanos com LV e sem LV, que se propõe a estudar in situ as alterações leucocitárias e de 

citocinas, possibilitando o melhor entendimento da patogênese da doença nesse órgão para além 

dos modelos experimentais.  
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7 CONCLUSÕES  

  

1- Pacientes com LV recidivante apresentam desorganização do baço, entretanto, não 

há redução do número de leucócitos esplênicos, mas reorganização dessas células 

no órgão.  

2- Pacientes com LV recidivante apresentam acúmulo de macrófagos e plasmócitos no 

baço e redução de apoptose.  

3- Na LV recidivante há maior expressão de genes relacionados à proliferação de 

linfócitos (BCL10 e ICOSLG) e há redução da expressão de genes relacionados à 

migração e apoptose de linfócitos (RIPK1 e CCR7) no baço;  

4- A via de sinalização de IL6 está envolvida na desorganização do baço;  

Diante do que foi descrito, pudemos observar que há alteração da relação entre os 

leucócitos na PB e PV do baço de pacientes com LV, principalmente entre linfócitos T CD3+ e 

T CD20+, e que essa alteração da relação pode comprometer a formação de resposta imune 

efetiva anti-Leishmania, contribuindo para a progressão da LV.  

Observamos também a participação da via de sinalização por IL6, que ao se 

correlacionar negativamente com a porcentagem de polpa branca, pode ser uma citocina que 

nos permita avaliar a PB remanescente no órgão e possivelmente servir para avaliar o nível de 

organização esplênica. Entretanto, o N reduzido é um fator limitante para eventuais conclusões.  

Além disso, é possível que a exaustão do sistema imune comprometa a resposta no 

paciente com o baço desorganizado, pois há aumento da expressão de PRDM1, PD-L1 e CD44 

nesse paciente.  
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Abstract 

The spleen plays a pivotal role in the pathogenesis of visceral leishmaniasis. In severe 

forms of the disease, the spleen undergoes changes that can compromise its function in 

surveilling blood-circulating pathogens. In this study, we present an integrated analysis of 

the structural and gene expression alterations in the spleens of three patients with 

relapsing visceral leishmaniasis, two of whom were coinfected with HIV. Our findings 

reveal that the IL6 signaling pathway plays a significant role in the disorganization of the 

white pulp, while BCL10 and ICOSLG are associated with spleen organization. Patients 

coinfected with HIV and visceral leishmaniasis exhibited lower splenic CD4+ cell density 

and reduced expression of genes such as IL15. These effects may contribute to a 

compromised immune response against L. infantum in coinfected individuals, further 

impacting the structural organization of the spleen. 

 

Author summary 

While most individuals recover after contracting visceral leishmaniasis, there are cases 

where patients experience a relapsing form of the disease. This response pattern to 

Leishmania infection is linked to alterations in spleen structure. Until now, these spleen 

changes had only been examined in dogs and laboratory animals. In our study, we 
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provide data on the 

disorganization of spleen 

structure in three patients 

diagnosed with VL, two of whom 

were also co-infected with HIV. 

The observed patterns of spleen 

disorganization 
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closely resembled those seen in 

dogs. Our study emphasizes the 

involvement of IL6, BCL10, and 

ICOSLG in this process. 

Introduction 

Zoonotic visceral leishmaniasis (VL), 

caused by Leishmania infantum, is 

endemic in Brazil, various parts of 

the American Continent, and the 

Mediterranean Basin. The disease 

manifests through clinical symptoms 

such as fever, emaciation, 

hepatosplenomegaly, paleness, 

pancytopenia, bleeding diathesis, and a weakened immune response to bacterial infections 

[1,2]. While most patients respond to treatment with pentavalent antimony (SbV) or 

amphotericin B, there exists a subset with a poor response to conventional therapy, leading 

to a relapsing form of the disease [3,4]. Understanding the factors contributing to the 

progression of VL remains limited, yet HIV co-infection and other immunosuppressive 

conditions have been linked to a poorer prognosis [5]. 

The spleen, a significant secondary lymphoid organ, plays a vital role in immune 

surveillance against blood-circulating pathogens [6,7]. In severe VL cases, the spleen is 

consistently affected and is thought to underlie key clinical manifestations and disease 

progression [8,9]. Hypersplenism observed in VL contributes to anemia and may be 

associated with bleeding tendencies [10–13]. Furthermore, disruption of spleen white pulp 

(WP) and replacement of cell populations may transform the spleen into a permissive 

environment for parasite survival and proliferation [9,14–16]. 

This study investigates the association between clinical presentation, spleen histology, 

and gene expression in three patients exhibiting relapsing forms of VL unresponsive to 

conventional therapy with SbV or amphotericin B. These patients underwent splenectomy as 

an adjunctive therapeutic measure. The descriptive approach was expanded by comparing 

the gene expression profiles with those of health patients from publicly available data. The 

information presented herein aim to contribute to our understanding of the pathways 

involved in susceptibility to an inadequate response to L. infantum infection. 

Results 

Clinical and laboratory data 

Clinical parameters are summarized in Table 1. Infection was confirmed in all patients by the 

identification of amastigotes in bone marrow aspirates. Each of the three patients had 

experienced at least one year of visceral leishmaniasis (VL) with a minimum of four relapses, 

despite undergoing conventional treatment. Patients VL1 and VL3 had been living with HIV 

infection for nine and seven years, respectively. All patients presented with a palpable 

spleen below the left costal edge: VL1 (18cm), VL2 (12cm), and VL3 (4cm). Additional clinical 

information can be found elsewhere [17]. 

Before splenectomy, all patients experienced anemia and leukopenia. Patients VL1 and 

VL3 also presented with thrombocytopenia (platelet count less than 150,000/μL). Post-

splenectomy, a mild improvement in hemoglobin levels was observed in all patients; 

however, VL1 and VL3 continued to exhibit signs of anemia. There was an improvement in 

the blood leukocyte counts for all patients. Additionally, the TCD4+ count increased in 

patients VL1 and VL3 after splenectomy. Unfortunately, two patients died, as previously 

described [17]: VL1 due to respiratory distress 244 days post-splenectomy, and VL3 due to 

severe digestive bleeding 742 days after the splenectomy procedure. 

Table 1. Clinical parameters of VL patients splenectomized due to relapses after conventional treatment failure. 

  PATIENT  

PARAMETERS VL1 VL2 VL3 
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Age 33 55 45 

Sex M M F 

Disease duration 
Years living with HIV 

9 - 7 

Years with VL 5 1 3 

Relapses 5 5 4 

Splenectomy (year) 2015 2015 2015 

Pre-splenectomy parameters:    

Bone marrow amastigotes + + + 

HIV copies <50 - Undetectable 

Hemoglobin (g/dL) 6.6 8.7 9.0 

White blood cell count /mm3 1170 1090 1420 

CD4 count/mm3 33 - 104 

Platelets/ml (103) 115 155 90 

Post-splenectomy parameters: 
Bone marrow amastigotes 

ND ND + 

Hemoglobin (g/dL) 7.8 14.5 10.1 

White blood cell counts 4840 5800 5200 

CD4 count/mm3 135 - 436 

Platelets/ml (103) 194 383 101 

Additional VL control treatment - - Intranasal SbV 

Outcome Death at the 244th day post-splenectomy Clinical cure Death at 742nd day post-splenectomy 
ND–Not done 

 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0011877.t001 

Histological analysis 

The findings from spleen histological analysis are summarized in Table 2. Patient VL3 

exhibited a well-organized spleen (type 1) with a hyperplastic WP. Patient VL2 displayed a 

type 1 spleen with slightly organized WP and mildly atrophic lymphoid follicles. Patient VL1, 

however, presented with a type 3 spleen—disorganized and with atrophic lymphoid WP, 

featuring small follicles and a marginal zone (Fig 1). Remarkably, in this patient, the WP 

comprised only 5% of the total splenic tissue area. Plasmacytosis was either moderate or 

intense in the red pulp (RP) of all patients, slight in the periarteriolar lymphoid sheath (PALS) 

of patient VL3, and moderate in patients VL1 and VL2. Notably, infected macrophages were 

observed in all spleen compartments, consistently displaying high amastigote density. 

Leukocyte phenotype and cytokine-producing cells 

All cell quantification data following immunohistochemistry labeling are presented in Table 

3. Notably, a noteworthy observation is the decreased density observed across some 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0011877.t001
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leukocytes population, including cytokines, FoxP3, and caspase 3-expressing cells, both in 

the WP and the RP of patient VL1, whose spleen was disorganized. Surprisingly, only the 

percentage of CD3, CD4, CD8, CD68, and counts of IL6-positive cells were either similar or 

higher compared to those observed in patients with organized spleens. 

Furthermore, it’s worth noting that the density of B cells, IL-17, and TNF-producing cells 

was higher, while CD68+ macrophages appear to be lower in the patient without HIV 

infection compared to those in patients with HIV infection. 
Table 2. Histological analysis of spleen from VL patients. 

PARAMETER  PATIENTS  

VL1 VL2 VL3 

Spleen size below left costal edge (cm) 18 12 4 

Spleen weight (g) 1882 1066 742 

White pulp: 

Size (%) 
5.0 10.0 21.7 

Organization (type) 3 1 1 

Lymphoid follicle1: 
Size 

-2.5 -0.7 2.0 

Germinal center size -2.0 -0.7 3.0 

Infected macrophage 1.3 0.3 3.0 

Hyaline deposits 1.0 1.0 0.0 

Marginal and peri-follicular zone1: 
Size 

-2.3 -0.3 0.0 

Infected macrophages 1.5 0.0 2.0 

Granuloma 1.0 0.0 2.0 

Plasma cells 1.0 0.0 0.0 

PALS1: 
Size 

-0.5 0.3 0.0 

Infected macrophages 1.8 2.0 1.3 

Plasma cells 2.3 2.3 1.0 

Red pulp1: 

Cell density 
-0.8 0.0 0.0 

Lymphocytes 1.3 1.0 1.0 

Macrophages 3.0 3.0 3.0 

Infected macrophages 3.0 2.7 3.0 

Infection density 3.0 3.0 3.0 

Granuloma 0.5 0.0 1.3 

Plasma cells 2.0 2.0 3.0 

Russel bodies/Mott cells 1.3 1.7 1.0 

Neutrophils 0.5 1.0 0.0 

Mast cells 0.0 0.0 0.3 
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Extramedullary hematopoiesis: 

Erythroblasts 
0.8 0.0 0.3 

Megakaryocytes 0.8 0.7 0.0 

Sinus size 2.3 2.0 1.0 

Iron deposits 0.3 0.3 0.0 
1 semiquantitative scores 

 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0011877.t002 

Gene expression in VL patients 

In this study, spleens from three patients with severe visceral leishmaniasis underwent 

evaluation for the expression of 590 genes using the nCounter platform. We incorporated 

the spleen transcriptome data from three normal donors obtained from publicly available 

sources (GTEx project) to serve as a control group. Our findings reveal distinct expression 

patterns of these genes between VL patients (n = 3) and the control group (n = 3), as 

depicted in the heatmap shown in Fig 2A. Additionally, through an unsupervised analysis 

using principal component analysis (PCA), we observed a notable disparity in gene 

signatures between patients with VL and spleen type 1 (VL3 and VL2) compared to the 

patient with spleen type 3 (VL1), as illustrated in Fig 2B. 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0011877.t002
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Fig 1. Histological and leukocyte distribution in spleen from patients with VL. Patient VL1 presents a spleen type 3, 

with atrophy of lymphoid follicles. Patient VL2 presents a spleen type 1, with slight organized lymphoid follicle. 

Patient VL3 presents a well-structured WP and well-defined sub compartments, classified as spleen type 1. 

 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0011877.g001 

We identified 168 differentially expressed genes (DEGs) and most of these genes play 

pivotal roles in B cell proliferation and germinal center formation. Upregulated genes like 

BCL10 and ICOSLG were notably prominent in VL2 and VL3 patients, while genes such as 

CCR7 and RIPK1, associated respectively with T cell migration and apoptosis induction, 

exhibited downregulation, particularly in VL1 and VL3 patients (S3 Table). 

Table 3. Cell distribution in spleen compartments. 

Parameters  VL1 VL2 VL3 

 White Pulp    

 CD3 (%) 31 27 11 

 CD4 (%) 16 20 7 

 CD8 (%) 33 10 11 

 CD20 (%) 28 60 34 

 CD79α (%) 30 57 43 

 CD68 (cell/mm2) 547 151 173 

 IL1β (cell/mm2) 15 10 0 

 IL4 (cell/mm2) 0 4 8 

 IL6 (cell/mm2) 37 10 15 

 IL10 (cell/mm2) 0 4 3 

 IL17 (cell/mm2) 44 85 60 

 TNFα (cell/mm2) 18 92 47 

 TGFβ (cell/mm2) 0 19 0 

 IFNγ (cell/mm2) 0 3 13 

 Caspase 3 (cell/mm2) 8 19 140 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0011877.g001
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 Foxp3 (cell/mm2) 19 136 198 

 Red Pulp    

 CD3 (%) 21 12 13 

 CD4 (%) 4 2 4 

 CD8 (cell/mm2) 2264 547 1586 

 CD20 (cell/mm2) 593 683 896 

 CD68 (cell/mm2) 1154 861 898 

 CD79α (cell/mm2) 767 1896 1682 

 IL1β (cell/mm2) 1 6 1 

 IL4 (cell/mm2) 0 0 8 

 IL6 (cell/mm2) 47 37 42 

 IL10 (cell/mm2) 0 0 10 

 IL17 (cell/mm2) 23 55 294 

 TGFβ (cell/mm2) 0 5 0 

 IFNγ (cell/mm2) 0 2 34 

 TNFα (cell/mm2) 121 324 101 

 Caspase 3 (cell/mm2) 8 17 18 

 Foxp3 (cell/mm2) 1 885 511 

Values of leukocytes and cytokines stained by immunohistochemistry. For some leukocytes were used percentual of 

area stained per white pulp or red pulp. These values represent the mean of 5 different areas per case. 

 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0011877.t003 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0011877.t003
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Fig 2. Gene expression analysis of spleen from patients with VL. A) Heatmap demonstrate that gene signature differs from patients with VL to normal donors 

and each band correspond to a different gene. Scale bar represents Log2 of Fold Change. Data were organized based on the gene expression of VL1 from the 

most expressed to the last expressed. B) Using an unsupervised analysis, we demonstrate that gene profile differs among VL patients, clustering organized spleen 

(patients VL2 and VL3) separated from disorganized spleen (patient VL1). Each dot represents the PCA value of each patient based on PCA analysis. Blue dot–

Normal donor; Yellow dot–VL patient. C) IL6 signaling pathway adapted from Kandasamy and colleagues (2010) [18]. This pathway represents the signaling 

mechanism of IL6 in humans, genes upregulated in the spleen of patients with VL found on our analysis are highlighted in red, other genes presented at this 

graphic did not present expression change statistically significant or were not analyzed in our data set. 

 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0011877.g002 

Our analysis of Canonical Pathways revealed an upregulation of genes involved in 

signaling through IL6 in VL patients, particularly evident in VL1 patient, including genes such 

as JAK1, JAK2, and PRDM1 (Fig 2C). 

Integrative analysis 

Aiming to identify differences between parameters in patient with VL only (patient VL2) or 

VL with HIV coinfected (patients VL1 and VL3), we performed a supervised analysis. Data 

were normalized and clusterized by Pearson correlation. The of number of counts per genes, 

laboratory parameters, and cell counting in IHC presented in S2 Fig. 

This analysis revealed group of parameters more associated to each patient: To the patient 

VL2 without HIV coinfection and organized spleen the cluster with genes as CXCL9, IL15, 

SOD2, IL32, GBP1, IRAK2, RIPK1, S100A9, IL6ST, CD45_PTPRC, the cells CD20+ and TGFβ + in 

WP, cytokines IFNγ, TNFα, and IL1β in RP. 

Among patients coinfected with both VL and HIV, we identified two distinct spleen types. 

Notably, the organized spleen type and VL-HIV coinfected was associated to genes as AHR, 

BID, C1QA, CCL8, CCRL2, CLEC4A, CMKLR1, CSF3R, EIF2AK2, ICOSLG, ILF3, LAMP3, 

MRC1, PSMD7, SMS and SRC; cells CASP3+, IL4+ and IFNγ+in the WP, and the cells IL4+, 

IL10+, IL17+, TGFβ+, CD20+ in the RP. Distinctly, VL1 patient, that has disorganized spleen 

and VL-HIV coinfection was related to SOD1, STAT3, STAT4, ICOS, TRAF6 and IRF3 genes, and 

CD8+ cells in the RP and expression of IL6 in both regions of spleen. 

Discussion 

In this study we took the advantage of accessing an unusual specimen of spleens removed 

from patients with a severe form of VL, unresponsive to conventional therapeutics. The 

availability of these specimens allowed to confirm that human VL evolves with stages of 

splenic lymphoid hyperplasia and atrophy and may evolve to WP disruption and changes in 

leukocyte populations in the spleen compartments. These changes have already been 

observed in dogs naturally infected with L. infantum and in hamsters with experimental VL 

[15,19]. Although this small case series is not suitable for definitive conclusions, it highlights 

aspects that are supported by previous experimental observations, deserving to be explored 

in future studies using a larger series. For instance, as shown in the study by Silva and 

colleagues (2012) [20], in dogs with severe VL atrophic changes and WP disruption were 

intense in the lymphoid follicles and marginal zones and was almost unperceived in PALS. 

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0011877.g002
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Similar predominance of changes in the lymphoid follicle was observed in the patient VL1 

(with type 3 spleen). 

Also, in agreement with the studies performed in dogs, herein we show a decrease in the 

number of B lymphocytes in the WP compartments and an increase of plasma cells in the RP. 

The reason of why plasma cell persists even after WP disruption is still not completely 

elucidated. In dogs with VL and disorganized spleen there is up-regulation of BAFF, APRIL and 

CXCL12, factors associated with extended survival and homing of plasma cells [21,22]. 

However, in this study we were not able to find differences in BAFF and APRIL expression, 

between the normal reference spleens and the spleens of infected patients. Furthermore, 

some of these plasma cells may accumulate in the RP following an extrafollicular 

differentiation pathway [23]. 

The gene expression pattern seen in the spleen of patients with VL was different from 

that observed in the normal spleens used as reference. Despite of analysis of bulk RNA 

spleen samples did not allow to understand how genes are being expressed at cellular level, 

in this work we observed that the pattern of DEGs in VL are related to inflammatory 

response, cellular and blood cell homeostasis and signaling by the B cell activator factor and 

IL6 cytokine. These pathways inflammation process and cell cycle process are highly 

expressed in blood and spleen of hamsters with experimental visceral leishmaniasis [24,25]. 

Among the investigated genes and cellular characterization by IHC, we found that IFNG 

gene appeared highly expressed in VL patients, as observed in other transcriptional studies 

in human and experimental VL [24–26], and the gene expression pattern in VL3 patient 

parallels to the number of IFNγ + cells present in the spleen. However, only a few cells 

stained for IFNγ + were observed in the IHC staining of the spleen of the patients in this and 

in a previous study [27]. It is still not clear the difference between gene expression and IHC 

finding. The fact that all these patients presented treatment failure and relapses of disease, 

they also presented infected macrophage intensely distributed through the spleen 

compartments. The failure in parasite growth control may result of a local failure in the 

pathways of IFNγ expression, especially in disorganized spleen. In fact, cells producing the 

regulatory cytokines IL4, IFNγ, IL10 and IL17 were detected or more frequently found in the 

patient with VL and hyperplastic spleen. 

In this series, the spleen of the patient VL1 (spleen type 3, disorganized), showed an 

increased density of CD8+ lymphocyte in the WP not observed in the other patients. This 

change was not also observed in the studies with dogs [20,28]. Further studies are, 

therefore, necessary to confirm the relevance of this finding in spleen disorganization in VL. 

There was an overall increase of CD68+ macrophage in VL1 patient compared with the 

patients with VL and organized spleen. Most of the cytokine-producing cell distribution and 

caspase 3 or Foxp3-expressing cells revealed a trend towards a decrease in density in the WP 

or RP in the patient with VL and histologic disorganization of the spleen. This finding 

together with the absence of cells that stained for IL10, IL4, IFNγ, or TGFβ may reflect a state 

of T cell exhaustion as it has been reported in the spleen of dogs with VL [28]. 

The spleen of patient VL1 had a unique pattern of gene expression different from that 

observed in the spleen type 1 of the other two patients. It showed high expression of genes 

from IL6 signaling pathway (JAK1, JAK2 and PRDM1), and a high density of IL6-producing 
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cells in the RP and the WP, differing from organized spleen, suggesting that this pathway can 

also be involved in spleen disorganization. IL6 is involved in the induction of inflammatory 

processes and is found at high levels in plasma of humans and dogs infected with 

Leishmania infantum [29–31]. The IL6 levels have been proposed as a biomarker of 

prognosis and death in VL [13,32]. One of the outcomes of IL6 signaling is the induction of 

PRDM1 expression. This gene was found to induce B cell differentiation into plasma cell, to 

be highly expressed in T cell exhaustion and to induce regulatory FOXP3+ T cell to secrete 

IL10 [33,34]. T cell exhaustion is a condition that has been associated with the progression of 

VL and spleen disorganization [28,35,36], particularly in patients with HIV co-infection [4]. 

The patients with VL of this study showed high expression levels of PRDM1, CD274 (PD-L1), 

and CD44, which also supports the hypothesis of T cell exhaustion. Conversely, some DEG’s, 

such as BCL10 and ICOSLG, were highly expressed in type 1 spleen. These genes are 

associated with co-stimulatory T-cell and B cells proliferation and are involved in B cell 

differentiation to plasma cells. It is interesting to notice that plasmacytosis establishes since 

the hyperplastic stage of spleen in VL and remains until the late stage even when the WP is 

already disrupted [23]. Therefore, these gene expression patterns may correspond to the 

lymphoid follicle hyperplasia and spleen plasmacytosis observed in some stages of VL. This 

process of differentiation could be due to TNFα, a cytokine that induce ICOSLG activation 

and is increased in the type 1—hyperplasic spleen as seen in our patients and in 

experimental studies [37,38]. 

Despite patients coinfected VL-HIV having indetectable viral copies in the spleen, changes 

due to infection may persist and have impact on the outcome of the disease. In fact, there is 

a percentage of people living with HIV that become immunological non-responders, 

presenting low CD4 counts even after reduction of viral load [39]. The patients with VL-HIV 

presented low density splenic CD4+ cells in the WP, low expression of genes such as IL15 and 

of cytokines related to Th1 response in comparison to the patient with VL monoinfection, 

also, literature has associated upregulation of genes related to Th2 response and 

downregulation of IFNG gene before VL treatment in patients VL-HIV coinfected [40]. This 

observation concurs with previous findings, in which patients with VL-HIV presented more 

frequent disease relapse, associated to low CD4 counts and low IFNγ in circulating blood 

[41]. Conversely, IL15 a cytokine associated with induction of Th1 response through IFNγ 

signaling, contribute to cure in canine VL [42], is upregulated in the patient with VL only. 

These differences in gene expression patterns and cellular distribution may be distinctive of 

coinfection status. 

The patients with HIV infection (VL1 and VL2) presented extreme changes of the spleen 

(atrophy and disorganization in patient VL1 and hyperplastic changes inpatient VL3). This 

may be indicative of dysregulated activation of immune system in LV-HIV infection that may 

eventually lead to lymphoid tissue disruption and immune system exhaustion. Both 

conditions VL and HIV infection are both conditions known to be related with WP disruption. 

On the clinical point of view, these patients also had little improvement of hematological 

parameters after splenectomy and evolved to death. 

The main limitation on this study is the number of subjects. However, to our knowledge, 

this is the first study combining morphology (conventional and IHC) and transcriptomic 
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analysis and IHC to characterize human spleen changes present in visceral leishmaniasis. The 

data presented here support the following hypotheses: 1) VL also cause disorganization of 

spleen compartments in humans. 2) WP disruption is associated to the phenomenon of 

immune system exhaustion; 3) IL6 may play a role in disorganization and plasma cell 

accumulation in the spleen.4) low CD4 T cell density and low IL15 expression may contribute 

to ineffective response to the parasite favoring recurrence of the disease and eventually WP 

disruption; 5) impaired IFNγ signaling may lead to persistence of Leishmania and chronic 

inflammation, thereby altering the spleen’s microenvironments and disrupting immune 

response to infections. 

Material and methods 

Ethical statement 

Written informed consent was obtained from the patients, for publication of this case series 

as stated in a previously published paper [17]. 

Clinical and laboratory data 

Information was gathered from three adult patients experiencing relapsing VL, showing 

resistance to standard SbV or amphotericin B treatments, and subsequently undergoing 

therapeutic splenectomy. Their clinical records were meticulously examined, focusing on key 

variables: age, gender, disease duration, HIV co-infection, spleen dimensions, fever 

occurrence, red and white blood cell counts, platelet levels, serum protein levels, as well as 

any co-infections preand post-splenectomy. 

Spleen samples 

Upon splenectomy, tissue fragments were promptly retrieved from the midsection of the 

spleen by making a transverse incision across the capsule and the larger axis of the spleen. 

These fragments were then prepared for histological analysis and gene expression studies in 

the following manner: 

Spleen conventional histology 

The collected spleen fragments underwent fixation in formalin-acetic acid-alcohol solution, 

followed by embedding in paraffin. Tissue sections, 4 micrometers thick, were stained using 

hematoxylin and eosin, as well as periodic acid–Schiff. Subsequently, two pathologists (WLCS 

and LARF) conducted examinations, classifying the samples into three categories (spleen 

type 1, type 2, and type 3) based on the structural organization of the splenic WP. These 

categories were determined according to established criteria [9,19]: spleen type 1 exhibiting 

well-organized, reactive WP with distinct peri-arteriolar lymphocyte sheaths and multiple 

reactive lymphoid follicles characterized by well-defined germinal centers, mantle zones, 

and marginal zones.; spleen type 2 containing primarily inactive lymphoid follicles, displaying 

slightly disorganized WP with hyperplastic or hypoplastic changes, resulting in less 

discernible boundaries between WP compartments.; spleen type 3 Featuring extensively 

disorganized WP, often presenting poorly discernible compartments, frequent lymphoid 

atrophy, and a lack of reactive lymphoid follicles. 
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Cells were morphologically characterized according to previously described criteria: 

Lymphocytes–cells with round nuclei containing condensed chromatin, inconspicuous 

nucleoli, and scant cytoplasm. Plasma cells–cells with eccentric nuclei, heterochromatin 

dispersed around the edge in a pattern like that of the numerals on an analog clock face, and 

basophilic cytoplasm with clear perinuclear vacuoles. Macrophages–large cells with oval or 

reniform nuclei containing loosely packed chromatin surrounded by a rim of eosinophilic 

cytoplasm with indistinct edges. Granulocytes–cells with highly lobulated nuclei containing 

densely packed chromatin. Megakaryocytes–very large cells with wide and clearly defined 

cytoplasm and large, lobulated nuclei containing condensed chromatin. 

Furthermore, immunohistochemistry was employed for further characterization. Initially, 

the density of different cell populations within the RP was scored as follows: 0 = no cells, 1 = 

isolated cells or small aggregates in a small proportion of the examined ×400-magnified 

microscopic fields, 2 = single cells or aggregates observed in most examined ×400-magnified 

microscopic fields, and 3 = single cells or aggregates observed in nearly all examined ×400-

magnified microscopic fields. These observations were validated through morphometric 

analysis. 
Leukocyte populations and cytokine producing cells. Immunophenotyping and 

identification of cytokine-producing cells was performed by immunohistochemistry using the 

following antibodies and procedures: Anti-human molecules antibodies: CD3 (polyclonal 

produced in rabbit), CD4 (4B12), CD8 (C8/144B), CD20 (L26), CD68 (KP1), CD79α (JCB117), 

all from Dako (Glostrup, Denmark). Procedures: Deparaffinization and rehydration were 

performed in xylene, followed by a decreasing series of ethanol solutions and the blockage 

of endogenous tissue peroxidase in 3% hydrogen peroxide and antigen retrieval was 

performed using a Dako PT Link (PT100/PT101) high pH module at 97C̊ for 20 minutes. The 

DAKO EnVision + HRP kit (Dako Co, Denmark) was used as an amplification system. 

Diaminobenzidine was used as the chromogen. Sections were counterstained with 

hematoxylin. Mouse IgG1 isotypes unrelated to the antigens were used as a negative control 

to replace the primary antibody, except for CD3, that negative control was only incubated 

with secondary antibody only. 

Cytokine detection was performed using these primary antibodies: TGFβ (ab66043), IL1β 

(AF-201-NA), IFNγ (MAB 285), TNFα (AF-210-NA), IL10 (AF-217-NA), IL6 (AF-206-NA), 

IL17 (AF-317-NA) and IL4 (AF-204-NA) (RD Systems), as well as 14-4776-82 (Foxp3 from E-

Bioscience) and Caspase 3, in accordance with the following protocol: Antigen unmasking 

was performed using a heat-induced antigen retrieval method in a water bath with Retrieval 

Buffer (Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA) for 25 minutes at 95C̊, pH 9.0. Next, the 

sections were incubated in a saponin solution (0.1% in PBS 0.01 M, pH7.4) for 10 minutes at 

room temperature, followed by incubation in skim milk 10% for 30 minutes and a final 

incubation with the primary antibodies diluted in 1% bovine albumin–PBS solution, 

overnight at 4C̊. Specific antibody binding was detected using a second antibody and the 

LSAB system (Dako Corporation, Carpinteria CA, USA, K690) for 30 minutes at 37C̊. All 

reactions were developed using a 303 diaminobenzidine chromogen solution and 

counterstained with Harris hematoxylin. The density of leukocyte cell populations was 

estimated by morphometry. Since cytokine-producing cells were distributed in small clusters 

the density of cytokine producing cells was estimated by identifying the two most dense 
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sites of cell clustering and count the cells in this site and in other four non-overlapping areas 

around this site. 

Human spleen transcriptomics 

Sample from VL spleen tissue. Total mRNA was initially extracted from tissue 

fragments using a modified two-step protocol that involved extraction with TRIzol Reagent, 

followed by further purification using Spin Column-Based technology. Specifically, we 

macerated tissue fragment samples with 800 μL of TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific, 

Cat. no. 15596026) followed by the addition of 160 μL of chloroform (Sigma-Aldrich, Cat. no. 

516726), then centrifuged the mixture for 15 minutes at 12,000 x g at 4C̊. The obtained 

aqueous phase was then subjected to additional purification using Spin Column-Based 

technology (RNeasy Mini Kit 50, Cat. No. / ID: 74104), to ensure the extraction of high-

quality total mRNA. The quantity of RNA was measured using NanoDrop (ThermoFischer). 

The quality of RNA was assessed using Agilent Bioanalyzer automated electrophoresis 

(Agilent) and considered viable if the RNA integrity number (RIN) was greater than 7. Gene 

expression analysis was conducted using the nCounter platform by NanoString Technologies, 

which employs molecular barcodes directly linked to target RNA transcripts, allowing for 

digital detection. This analysis was performed at the Genomics Core Leuven 

(VIB/KULeuven—Belgium). 

For this assay, two probes were utilized: one to capture specific mRNA through 

complementary binding and another linked to a fluorescent barcode, aiding in the 

identification of the target mRNA through hybridization. The combination of these probes 

with genetic material enables the detection of desired transcripts via fluorescent barcodes. 

Sample from healthy spleen tissue. As a control, healthy spleen tissue samples 

were reanalyzed from the GTEx project [43], which conducted whole-transcriptome profiling 

of various human tissues, including spleen. Three samples were chosen (S1 Table) based on 

age and gender similarity to the profile of infected patients. The biomaRt library for R [44] 

was utilized for gene annotations. Raw reads were mapped against the human genome 

reference (GRCh38) using STAR [45] with default parameters. HT-seq count [46] assigned and 

counted mapped reads to annotated genomic features based on GENCODE v. 25 

annotations. 

Differentially Expressed Genes (DEGs). Normalization across samples (S1 Fig) was 

performed multi-step: First, the expression values of all housekeeping genes (S2 Table), ^s, 

were averaged across samples by using the geometric mean. Then,Pn lane scaling factors c^i 

were 

i¼1 s^i obtained by estimating a 

combined term as follows: c^i ¼ n , where i represents each sample. A normalized expression 

value g^ was estimated for every gene in each sample g by calculating g^¼ g c^i. The DEGs 

data analysis employed an unpaired t-test, assuming individual row variance, and adjusted 

for False Discovery Rate (FDR) at 1.00% using the two-stage step-up method by Benjamini, 

Krieger, and Yekutieli. 
A heat map (GraphPad Prism Software) was used to display the significant Differentially 

Expressed Genes (DEGs), illustrating their distribution by converting gene counts into 
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Zscores. Principal Component Analysis (PCA) was used to reduce the dimensionality of the 

measured genes in the dataset, effectively capturing the disease conditions of the 

experiment (Weka 3.9.3, University of Waikato). 

Supporting information 

S1 Table. GTEx samples used as healthy liver tissue control. 
(PDF) 

S2 Table. Housekeeping genes used during normalization. 
(PDF) 

S3 Table. Differentially Expressed Genes in Normal and VL infected patients. Each value 

represents a Log2FC for each gene. ND–Normal Donor; VL–visceral leishmaniasis infected 

patient. 

(XLSX) 

S1 Fig. Genes expression level distribution after normalization. 
(PDF) 

S2 Fig. Heatmap of data from VL patients. Each row represents each patient (VL1, VL2, 

VL3), while the number of counts per gene (G), number of cells stained by IHC (C) in WP or 

RP and laboratorial data (L) are present in columns. The columns were clustered based on 

Pearson correlation data to each patient. WP- White pulp; RP- Red pulp. 

(PDF) 
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