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Resumo 

A aterosclerose é uma doença inf lamatória crônica da parede 

arterial, induzida por distúrbios do metabolismo lipídico, com 

presença de células e elementos f ibrosos nas grandes e médias 

artérias. Paralelamente a fatores de risco tradicionais, agentes 

infecciosos estão sendo relacionados à aterosclerose. Alguns 

trabalhos demonstram o envolvimento de vírus, bactérias e, mais 

recentemente, protozoários na aterogênese. A infecção com 

Leishmania major apresenta uma resposta imune pró-inf lamatória 

(perf i l Th1) em animais resistentes. Diferente da infecção com 

outros parasitas, L. major provoca uma doença local e resolvida 

pelos camundongos resistentes. O objetivo deste trabalho foi 

verif icar se este t ipo de infecção interfere no metabolismo lipídico 

e no desenvolvimento da aterosclerose. Animais deficientes em 

apoE - / - foram divididos em dois grupos: controle e infectado com L. 

major. O experimento teve duração de 6 semanas. Nossos 

resultados mostraram que animais infectados com L. major foram 

capazes de aumentar o colesterol total e suas frações 

aterogênicas e não aterogênicas, além de diminuir os níveis de 

triglicerídeos séricos e hepáticos. Em relação à aterogênense, o 

grupo infectado com L. major aumentou o tamanho da placa 

aterosclerótica quando comparado ao grupo controle. O aumento 

da lesão foi acompanhado por um maior número de células 

inf lamatórias na região da lesão nos camundongos com L. major. A 

quantidade de colágeno foi similar entre os dois grupos. Com 

intuito de verif icar se o aumento do inf i lt rado inf lamatório estava 

relacionado com a presença do parasita na área do ateroma e a 

possibil idade de uma visceralização da doença, foi realizada a 

busca, por meio de PCR, de DNA específ ico de L. major no baço, 

f ígado e tecido cardíaco de animais infectados. A presença de L. 

major foi observada no coração de camundongos infectados com L. 

major. Não foi detectada a presença de L. major no baço e f ígado, 

descartando a hipótese de visceralização, e evidenciando a 
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possibil idade do recrutamento de macrófagos infectados para a 

área da lesão aterosclerótica, que é um foco de inf lamação. Esta 

migração de macrófagos infectados pode ter agravado o estado 

inf lamatório no ateroma, contribuindo para o aumento da lesão 

aterosclerótica. Em conclusão, a infecção provocada por  L. major,  

em animais apoE - / -, apesar de não ser sistêmica e ser resolvida 

pelo animal, foi capaz de alterar o perf i l l ipídico e a aterogênese 

nestes animais. 
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Abstract 

Atherosclerosis is a chronic inf lammatory disease that affects 

arterial walls, mainly induced by disturbances on lipid metabolism, 

characterized by the presence of cells and f ibrotic elements in 

large and medium arteries. Besides tradit ional risk factors, 

infectious agents are also related to atherosclerosis. Some 

consistent studies showed the involvement of virus, bacteria and, 

recently, protozoan in atherogenesis. Leishmania major infection 

induces a pro-inf lammatory immune response (Th1 prof ile) in 

resistant animals. Dif ferent from infection with other parasites, L. 

major elicits a local and self-l imited disease in C57BL/6 resistant 

mice. The aim of the present work was investigate the possible 

effects of L. major infection on lipid metabolism and on the 

development of atherosclerosis. For that, ApoE - / -  deficient mice 

were distributed in control and L.  major infected groups. Our 

results showed that L. major infected mice presented an increase 

in serum total cholesterol as well as in atherogenic and non-

atherogenic fract ions, associated to the decrease of serum and 

hepatic triglycerides levels. Concerning atherogenesis, L. major  

infected group showed an increase in atherosclerot ic lesion when 

compared to the control group. The increase in lesion area was 

associated to higher levels of inf lammatory cel ls in the lesion site 

of infected mice. Collagen quantif icat ion was similar in both 

groups. Specif ic L. major DNA was detected in the heart of infected 

mice, highlight ing the possibi l ity of infected-macrophages 

recruitment to the atherosclerot ic lesion area. The visceral form of 

the disease was discarded, as confirmed by the absence of L. 

major in spleen and liver. We suggested that the migration of 

activated macrophages to the lesion site aggravated the 

inf lammatory status and contributed for the atherosclerosis 

development. In conclusion, infection caused by L. major in apoE - / -  

mice, although not showing an important inf lammatory systemic 
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response, was able to alter the lipid prof ile and accelerate 

atherogenesis in these animals. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Doenças cardiovasculares (DVCs) são responsáveis pela 

morte de 17 milhões de pessoas por ano. Em 2010, é esperado 

que DVCs representem 31% das mortes de todo mundo (WHO). 

Este aumento é devido à grande prevalência de obesidade e 

diabetes em países ricos, mas principalmente ao aumento da 

incidência de DCVs em países em desenvolvimento, sendo que 

82% do futuro aumento de casos de DCV irão acontecer nestes 

países. Este crescente índice nos países em desenvolvimento 

deve-se à transição econômica, urbanização, industrial ização e 

globalização, que provocam mudanças no est ilo de vida, 

acarretando a doença cardiovascular. 

Dados brasileiros mostram que, em 2000, as DCV foram 

responsáveis pela principal alocação de recursos públicos em 

hospital izações e foram a terceira causa de permanência 

hospitalar prolongada. Entre 1991 e 2000, os custos hospitalares 

atribuídos às DCV aumentaram cerca de 176% (Santos, 2001). 

A principal causa da doença cardiovascular é a aterosclerose, 

que tem como origem primária alterações no metabolismo de 

lipídeos e a conseqüente hiperl ipidemia. A aterosclerose está 

fortemente associada a um estado inf lamatório que pode ser 

perpetuado por uma infecção. 

Para saber como este processo ocorre, é preciso, 

primeiramente, entender o metabolismo dos l ipídeos e das 

lipoproteínas. 
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1.1.Metabolismo de lipídeos e lipoproteínas 

Os l ipídeos celulares são fundamentais, não só como fonte 

de energia para a célula, mas também como componente estrutural 

da membrana celular (Alvarez-Leite & Peluzio, 2003). Estes 

compostos, com atividades físico-químicas diferentes, são 

representados principalmente por triglicerídeos (TG), fosfolipídeos 

e colesterol esterif icado e livre (Stein & Myers, 1994). 

Devido à natureza hidrofóbica das gorduras neutras, 

triglicerídeos e ésteres de colesterol, o mecanismo de transporte e 

distribuição dos lipídeos no plasma não seria possível sem alguma 

forma de adaptação hidrofíl ica. Os lipídeos são transportados por 

l ipoproteínas, que são constituídas por um núcleo de lipídeos (TG, 

colesterol esterif icado e vitaminas l ipossolúveis) e uma camada 

externa de fosfolipídeos e proteínas (Alvarez-Leite  et al., 2003). 

Essas proteínas são denominadas de apolipoproteínas (apo) e 

exercem várias funções f isiológicas no metabolismo de 

lipoproteínas, dentre as quais: agir como cofatores para enzimas, 

l igar-se em receptores da superfície celular,  contribuir para a 

solubi l ização dos lipídeos, além da função estrutural para a 

biossíntese das lipoproteínas (Rader & Wilson, 1995). 

As l ipoproteínas diferem quanto à composição química, 

tamanho e mobilidade eletroforética, porém sua classif icação se 

baseia na densidade. As principais classes de l ipoproteínas, 

quanto a este quesito, são: qui lomícrons (QM), l ipoproteínas de 

muito baixa densidade (VLDL), l ipoproteínas de densidade 

intermediária (IDL), l ipoproteínas de baixa densidade (LDL) e 

l ipoproteína de alta densidade (HDL) (Scartezini et al., 1997); 

(Rader & Wilson, 1995). 

No metabolismo das lipoproteínas, exibido na Figura 1, os 

lipídeos da dieta, após digestão e absorção, são transportados na 

linfa na forma de quilomícrons. Os QM apresentam apoB-48 e apoE 

como principais apolipoproteínas. Essas lipoproteínas penetram 

inicialmente pelo ducto torácico para, em seguida, alcançarem a 
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circulação sistêmica. Poucas horas após a al imentação, os 

triglicerídeos nos QM são hidrolisados pela enzima endotelial 

l ipase l ipoprotéica (LPL), presente nas capilares dos tecidos 

periféricos. A hidrólise dos TG pela LPL, que requer a apoCII como 

cofator, l ibera ácidos graxos. Estes podem ser uti l izados como 

fonte de energia ou para nova síntese de TG no tecido adiposo. Os 

quilomícrons resultantes, chamados QM remanescentes, são 

removidos da circulação pelo f ígado por meio de um processo que 

envolve a l igação de apoE com seu receptor hepático (Alvarez-

Leite  et al. , 2003; Rader & Wilson, 1995; Scartezini et al., 1997). 

O fígado empacota os lipídeos e os secreta diretamente no 

sangue na forma de VLDL, l ipoproteínas ricas em TG, cuja 

principal apolipoproteína é uma forma de apoB, denominada apoB-

100. Analogamente aos quilomícrons, a VLDL é reduzida de TG por 

ação da LPL, originando um remanescente mais denso, a IDL. Esta 

contém quantidades iguais de colesterol e TG, e as principais 

apolipoproteínas presentes são apoB-100 e apoE. A IDL tem dois 

destinos: é captada da circulação pelo f ígado, pela interação das 

apoproteínas com receptores hepáticos, ou é processada pela 

l ípase hepática e se transforma em LDL (Alvarez-Leite  et al., 2003; 

Rader & Wilson, 1995). 

A LDL é a principal condutora de colesterol na circulação 

humana. Transporta ésteres de colesterol e vitamina E para os 

tecidos periféricos, cujas membranas apresentam os receptores de 

LDL (B/E) que reconhecem a apoB-100. Além disso, signif icativa 

quantidade de LDL do plasma é eventualmente removida da 

circulação pelo f ígado, também por interação apoB-100/receptor 

B/E. A entrada de LDL na célula é seguida por um ataque 

lisossomal, com conseqüente hidról ise da apoB-100 e do colesterol 

esterif icado. O aumento da concentração intracelular de colesterol 

l ivre apresenta os seguintes efeitos regulatórios: 1) inibição da 

enzima hidroximeti lglutari l-CoA (HMG-CoA) redutase, impedindo a 

síntese de colesterol; 2) inibição da síntese de receptores de LDL; 

3) estímulo da enzima aci l-CoA colesterol aci ltransferase (ACAT) 
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para esterif icação do colesterol citoplasmático (Alvarez-Leite  et 

al., 2003; Rader & Wilson, 1995). 

Não existe uma via de catabolismo de colesterol, sendo este 

eliminado pelo f ígado como sais bi l iares secretados na bile. O 

transporte reverso de colesterol (RTC) consiste na remoção do 

excesso de colesterol l ivre dos tecidos periféricos para o f ígado, 

acarretando em metabolismo e excreção. Este processo é mediado 

pela HDL, que possui como principais apolipoproteínas a apoA-I e 

apoA-II. O colesterol l ivre, em contato com a HDL nascente, é 

substrato para a enzima plasmática lecit ina:colesterol 

acil transferase (LCAT), resultando na formação de éster de 

colesterol e no aumento da HDL. O colesterol esterif icado pode ser 

transferido para l ipoproteínas que contêm apoB, como a LDL, pela 

proteína de transferência de éster de colesteri l (CETEP), e 

retornado para o f ígado pelo receptor de LDL. A HDL ainda pode 

liberar colesterol diretamente para o f ígado (Alvarez-Leite  et al., 

2003; Rader & Wilson, 1995). 

As lipoproteínas podem ser aterogênicas ou anti-

aterogênicas, dependendo de sua composição e propriedades 

f isiológicas. O mais conhecido efeito protetor da HDL na 

aterosclerose é a sua propriedade de ret irar o excesso de 

colesterol das células periféricas para o f ígado, no transporte 

reverso de colesterol. Entretanto, a HDL também desempenha 

importante papel como antioxidante e na função endotelial 

(Assmann & Gotto, 2004). Por sua vez, a LDL possui propriedades 

aterogênicas, visto que há evidente associação entre elevados 

níveis de LDL e o aumento da aterosclerose. Conforme já citado, a 

LDL funciona como fonte de colesterol para os tecidos extra-

hepáticos. Este sistema de liberação de colesterol pela LDL nas 

células é delicadamente balanceado para sat isfazer as 

necessidades de colesterol intracelular e evitar seu acúmulo. 

Infelizmente, esta regulação pode ser perdida, causando 

modif icações clínicas observadas no desenvolvimento da 

aterosclerose. 
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Figura 1 – Metabol ismo de l ipoproteínas.  
O intes t ino absorve os l ipídeos da dieta em qui lomícrons que contêm 

apoB-48. L ipase l ipoproté ica, com seu cofator apoC-II ,  hidro l isa os QM que 
são captados pelo f ígado pela l igação da apoE. O f ígado secreta os l ipídeos 
como VLDL com apoB-100. VLDL é hidro l isada em IDL, a qual pode ser  
captada pelo f ígado. IDL também pode sofrer h idró l ise pela l ípase hepát ica e 
se tornar LDL. Célu las hepát icas e per i fér icas removem a LDL da c ircu lação 
quando apoB-100 se l iga ao receptor de LDL. HDL remove o excesso de 
coles tero l das célu las para o f ígado para excreção na b i le.  O metabol ismo das 
l ipoproteínas está s imbol izado por l inhas sól idas. O transpor te de coles tero l ,  
quando não cont ido nas l ipoproteínas, es tá indicado por  l inhas pont i lhadas.  
Traduzido de (Rader & W ilson,  1995)  
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1.2.Aterosclerose 

A aterosclerose é uma doença inf lamatória crônica da parede 

arterial, induzida por distúrbios do metabolismo lipídico, com 

presença de células (macrófagos, células T, B, musculares lisas e 

dendrít icas) e elementos f ibrosos nas grandes e médias artérias 

(Jonasson  et al., 1986; Libby, 2002; Ross, 1999). Vários são os 

fatores que podem promover a aterosclerose (Quadro 1). Alguns 

fatores de risco tais como, tabagismo, diabetes mellitus e 

hipertensão estão bem estabelecidos na literatura. Entretanto, 

outro fator, como a infecção, é alvo de muitos estudos 

contraditórios, e a busca do possível papel de agentes infecciosos 

no desenvolvimento da aterosclerose tem sido foco de inúmeras 

pesquisas. 

Embora qualquer artéria possa ser afetada, os principais 

alvos da aterosclerose são a aorta e as artérias coronárias e 

cerebrais. Como conseqüência clínica, há o infarto do miocárdio, a 

isquemia cerebral e o aneurisma aórtico (Alvarez-Leite  et al.,  

2003). 

Os passos iniciais para o desenvolvimento da aterosclerose 

são a inf i ltração e retenção da LDL na matriz subendotelial, seu 

subseqüente acúmulo e captação pelos macrófagos. Este evento 

acontece devido a uma ativação focal no endotélio das artérias, 

causada por uma hipercolesterolemia (Hansson, 2005; Skalen  et 

al., 2002). Os macrófagos repletos de colesterol são chamados 

células espumosas (foam cell), que são as unidades básicas da 

lesão aterosclerót ica. Em adição a LDL, outras lipoproteínas 

contendo apoB, chamadas lipoproteína(a) e remanescentes, podem 

acumular-se na camada íntima e promover a aterosclerose (Lusis, 

2000). 
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Quadro 1 – Fatores de r isco que contribuem para o 
desenvolvimento da aterosclerose. 

Fatores de risco da aterosclerose 

Não modificáveis 

Idade 

Etnia 

Gênero (masculino) 

História familiar 

Modificáveis pela mudança do estilo de vida 

Dieta com alta quantidade de gordura saturada e colesterol, 

        e baixa quantidade de frutas, vegetais e grãos 

Obesidade 

Sedentarismo 

Tabagismo 

Modificáveis por drogas 

Disl ipidemias 

Hipertensão 

Não tradicionais 

Elevados níveis de lipoproteína (a) 

Elevados níveis de homocisteína 

Agentes infecciosos 

Fonte:  (Scott ,  2004)  
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A LDL nativa não é captada pelos macrófagos para iniciar o 

processo aterosclerótico. Goldstein  et al.  (1979) foram os 

primeiros a propor que uma modif icação da LDL, por exemplo, a 

oxidação, seria pré-requisito para a captação pelo macrófago e 

desenvolvimento da placa. 

A oxidação da LDL parece ocorrer em dois estágios: o 

primeiro acontece antes que os monócitos sejam recrutados e 

resulta na oxidação dos lipídeos da LDL, com pequena alteração 

na apoB (Berliner et al., 1995). Neste estágio, a LDL apresenta-se 

minimamente oxidada (mmLDL) e estimula as células endoteliais a 

produzirem moléculas pró-inf lamatórias, incluindo moléculas de 

adesão e fatores de crescimento, como o fator estimulador de 

colônia de macrófago (M-CSF) (Lusis, 2000). 

O segundo estágio de oxidação começa quando monócitos 

são recrutados para a lesão e convert idos em macrófagos, os 

quais contribuem com sua enorme capacidade oxidativa. Nesta 

fase, os l ipídeos da LDL são adicionalmente oxidados e a parte 

protéica da LDL também é modif icada, o que impede o 

reconhecimento da lipoproteína pelo receptor de LDL, tornando-a 

reconhecível apenas pelos receptores scavengers ou removedores, 

presentes nos macrófagos e células musculares l isas (Berl iner et 

al., 1995) (Figura 2). Os receptores scavengers, tais como SRA-I, 

SRA-II e CD36, não sofrem regulação negativa, isto é, sua 

expressão não é dependente do conteúdo intracelular de 

colesterol.  O resultado é o grande acúmulo de colesterol e a 

formação de células espumosas, originando a primeira lesão da 

aterosclerose: a estria gordurosa. 

A disfunção endotelial provocada pela hipercolesterolemia 

leva ao recrutamento focal de monócitos e l infócitos, uma das 

primeiras respostas vasculares detectáveis na formação da lesão 

aterosclerótica. Este recrutamento é controlado pelas moléculas de 

adesão, que são expressas no endotélio e nas células de defesa, 

circulantes na corrente sanguínea (Nakashima  et al., 1998). 
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Dentre as moléculas de adesão, as selectinas, como E-

seletina e P-selectina, medeiam o rolamento inicial de células 

inf lamatórias ao longo do endotélio (Dong et al., 1998). A adesão 

f irme de monócitos e células T ao endotélio pode ser real izada 

pelas interações entre as integrinas LFA-1 e Mac-1 e moléculas-1 

de adesão intercelular (ICAMs-1), e entre a integrina VLA-4 e a 

molécula-1 de adesão da célula vascular (VCAM-1) (Cybulsky & 

Gimbrone, 1991; Ulbrich  et al.,  2003),  

A expressão de VCAM-1 precede a formação da lesão e seu 

aumento está correlacionado aos níveis de colesterol no plasma. 

Embora ICAM-1 seja a mais proeminente molécula de adesão no 

local da lesão, sua expressão é independente dos níveis de 

colesterol (Nakashima  et al., 1998). Interessantemente, a 

expressão de VCAM-1 pelo endotélio cessa depois de poucas 

semanas, mas as células musculares lisas começam a expressar 

esta molécula de adesão (Li  et al.,  1993). 

A distr ibuição desigual da expressão de moléculas de adesão 

corresponde à subseqüente posição na qual as estrias gordurosas 

irão se formar. Este padrão irregular da distribuição, 

provavelmente, ref lete as variações hemodinâmicas encontradas 

no f luxo sangüíneo. A força de cisalhamento (shear stress) e a 

turbulência do f luxo sanguíneo variam ao longo do vaso arterial. 

Regiões de ramif icações e de forte curvatura do vaso, onde há 

aumento da força de cisalhamento e aumento da turbulência do 

f luxo, são áreas mais propensas à formação de aterosclerose 

(Hansson & Libby, 2006; Vanderlaan  et al., 2004). 

Embora o recrutamento de macrófago, induzido pelo fator de 

crescimento M-CSF, possa inicialmente servir como função 

protetora, por remover partículas de LDL oxidada ou células 

apoptóticas, o acúmulo progressivo e a ativação de macrófagos na 

parede do vaso são responsáveis por um importante passo para a 

formação da placa aterosclerót ica (Berl iner et al., 1995; Hansson, 

2005). A ativação do macrófago promove a l iberação de citocinas, 

quimiocinas, proteases e radicais de oxigênio, e irá provocar mais 
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inf lamação e dano ao tecido, contribuindo para o desenvolvimento 

da lesão (Figura 3). Tal ativação pode ser desencadeada por uma 

cascata de sinalização via receptores Toll- l ike , já que se sabe que 

estes receptores reconhecem LDL oxidada (Mil ler  et al. , 2003). 
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Figura 2 - Inf i l tração da LDL na artéria e formação de célula 
espumosa.   

Fonte:  (Hansson, 2005) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Papel do macrófago na inflamação da artéria .  
Fonte:  (Hansson, 2005)  
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A resposta inf lamatória é controlada pelo sistema imune, 

cujos componentes, como a célula T (predominantemente CD4+), 

são abundantes na placa aterosclerót ica. Uma menor 

subpopulação de células T, células natural kil ler (NKT), se 

encontra nas lesões iniciais e é capaz de reconhecer antígenos 

lipídicos (Tupin  et al., 2004). Células T CD8+, restritas à 

apresentação de antígenos via MHC classe I, também estão 

presentes na lesão aterosclerótica (Roselaar et al.,  1996). 

Na placa aterosclerótica, as respostas imunes são iniciadas 

quando células T CD4+ reconhecem antígenos apresentados por 

macrófagos e células dendrít icas. Estes antígenos podem ser 

l ipoproteínas oxidadas, proteínas do choque térmico (HSP) e 

microorganismos (Frostegard  et al., 1999). O reconhecimento ativa 

uma cascata que resulta na expressão de um conjunto de 

citocinas, moléculas de superfície celular e enzimas. Dois t ipos de 

respostas podem ser el ici tados: a resposta T helper t ipo1 (Th1) 

ativa macrófagos a iniciarem uma resposta inf lamatória similar à 

hipersensibil idade tardia e possui funções na defesa contra 

patógenos intracelulares. A resposta T helper t ipo 2 (Th2) provoca 

uma inf lamação alérgica. A lesão aterosclerót ica contém citocinas 

que promovem a resposta Th1 preferivelmente à resposta Th2 

(Frostegard  et al. , 1999; Hansson, 2005). 

Células Th1 efetoras produzem ativadores de macrófagos, 

como interferon-γ  (IFN-γ). O IFN-γ melhora a ef iciência da 

apresentação de antígenos e aumenta a síntese de citocinas 

inf lamatórias, fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 1(IL-1). 

Além disto, IFN-γ aumenta a produção de óxido nítrico, mediadores 

pró-trombóticos e vasoativos. Todos estes fatores tendem a 

promover a aterosclerose. Células T regulatórias modulam este 

processo pela secreção de citocinas antiinf lamatórias, como IL-10 

e TGF-β  (fator de transformação e crescimento-  β ) (Hansson, 2005; 

Hansson & Libby, 2006), (Figura 4). 
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Estudos mostram um papel protetor, antiaterogênico, para a 

resposta Th2. Camundongos C57BL/6, propensos a resposta Th1, 

desenvolvem estrias gordurosas quando alimentados com dieta 

aterogênica, enquanto animais Balb/C, favoráveis a resposta Th2, 

são resistentes à aterogênese (Paigen  et al., 1985). A deleção de 

STAT6, fator de transcrição essencial para a diferenciação de 

células Th2, faz com que camundongos Balb/C tornem-se 

susceptíveis à aterosclerose (Huber et al., 2001). Outro trabalho 

demonstra que a vacinação com HPS estimula a produção de 

citocinas anti inf lamatórias, como a IL-10, no arco aórtico, 

reduzindo a lesão aterosclerótica (Maron  et al. , 2002). 

Estes estudos mostram como o sistema imune é um 

importante fator para modular o processo aterogênico. O atual 

paradigma na aterosclerose estipula que forças opostas da 

resposta Th1 e Th2 controlam o processo da doença (Daugherty & 

Rateri, 2002). Em apoio, estudos demonstram que células T 

regulatórias, que ativamente mantêm a tolerância imunológica 

(Sakaguchi, 2005), suprimindo tanto a resposta Th1 quanto a Th2 

(Von Boehmer, 2005), são capazes de controlar o desenvolvimento 

da aterosclerose em camundongos (Ait-Oufel la  et al. , 2006). 
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Figura 4 - Efeito da ativação de células T na inflamação da placa 
aterosclerót ica.   

Fonte:  (Hansson, 2005) 
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O acúmulo de células imunes e lipídeos na íntima ocorre 

durante o primeiro estágio da formação da placa. Estrias 

gordurosas são prevalentes em indivíduos jovens, nunca causam 

sintomas e podem progredir para uma lesão aterosclerót ica madura 

ou desaparecer com o tempo (Hansson & Libby, 2006). 

As lesões intermediárias são placas f ibrogordurosas, que 

contêm os mesmos elementos celulares da lesão precoce. 

Entretanto, a proporção relat iva de macrófagos carregados de 

lipídeos, células T e células musculares l isas pode variar. Estas 

lesões desenvolvem um núcleo de material rico em lipídeos, 

sugerindo que elas representam um precursor para lesões mais 

avançadas, as placas f ibrosas (Ross, 1995). 

Placas maduras ou f ibrosas apresentam uma estrutura mais 

complexa. No centro da placa, estão presentes células espumosas, 

l ipídeos extracelulares e células necrót icas, envolvidos por uma 

capa de células musculares lisas e f ibras de colágeno. Outros t ipos 

celulares que formam a placa são células dendrít icas (DC), 

mastócitos, poucas células B, e provavelmente células natural 

kil ler (NKT). Na interface da capa e do centro da placa, 

apresentam-se macrófagos e células T em abundância. (Hansson & 

Libby, 2006) (Figura 5). Calcif icações são encontradas próximas 

ao centro necrót ico. A capa f ibrosa pode variar de espessura, 

sendo mais delgada nas regiões laterais e margens da lesão. A 

formação de lesões avançadas é usualmente associada a uma 

contínua diminuição na espessura da camada média da artéria, 

resultante da migração de células musculares lisas para a camada 

ínt ima durante a progressão da doença (Ross, 1995).  

Embora lesões avançadas possam proporcionar sintomas de 

isquemia (f luxo sangüíneo insuficiente para órgãos e tecidos) como 

resultado de estreitamento progressivo do lúmen do vaso, o mais 

grave evento clínico que pode ocorrer é a ruptura da placa. Esta 

ruptura expõe material pró-trombótico na corrente sangüínea e 

causa oclusão trombótica. (Figura 6) (Hansson & Libby, 2006). 
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Figura 5 - Composição celular da placa aterosclerót ica. 
Fonte:(Hansson & L ibby,  2006) .  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Ativação da placa, ruptura e t rombose.   
Fonte:  (Hansson & L ibby,  2006) 
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O processo de ruptura da placa pode ser determinado pela 

estabil idade das placas ateroscleróticas. Lesões estáveis são mais 

resistentes à ruptura. Essas se caracterizam por SMC embebidas 

de densa matriz de colágeno, com baixo conteúdo de células 

inf lamatórias e l ipídeos no centro necrót ico. Por outro lado, as 

regiões onde as lesões apresentam centro necrót ico e um grande 

inf i ltrado de células inf lamatórias, capa f ibrosa frági l e f ina, com 

pouca quantidade de colágeno, são mais susceptíveis à ruptura, 

caracterizando lesões instáveis (Davies et al., 1993; Lee & Libby, 

1997). A Figura 7 representa o desenvolvimento simplif icado do 

desenvolvimento da lesão aterosclerótica. 
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Figura 7 -  Representação simplif icada do processo 
aterosclerót ico e da estabil idade das lesões.  

Fonte:  (Libby,  2002)  
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1.3.Aterosclerose e infecção 

Alguns autores sugerem que a aterosclerose deve ser 

considerada uma doença inf lamatória crônica e que a infecção 

deve ter papel importante na perpetuação desse estado 

inf lamatório (Kiechl  et al., 2001; Noll, 1998) 

Estudos epidemiológicos sugerem que certos patógenos, tais 

como bactérias, vírus e protozoários contribuem para o processo 

aterosclerótico. 

A associação entre a bactéria Chlamydia pneumoniae  e a 

doença coronariana é muito mais evidenciada do que qualquer 

outro patógeno, com aproximadamente 40 estudos conduzidos por 

diferentes grupos (Mussa  et al.,  2006). Esta associação é 

referenciada em estudos soroepidemiológicos (Saikku, 1999) e de 

detecção direta deste organismo em lesões aterosclerótica por 

imunohistoquímica (Kuo  et al., 1993; Kwon  et al., 2004), reação em 

cadeia da polimerase (PCR) (Kuo  et al., 1995; Rassu  et al., 2001) 

e microscopia eletrônica (Shi & Tokunaga, 2002). Em adição, C. 

pneumoniae  viáveis foram encontrados na lesão de pacientes com 

doença cardiovascular (Ramirez, 1996). 

Alguns pesquisadores demonstraram que a infecção com C. 

pneumoniae não acelera aterosclerose em apoE - / -  (Aalto-Setala  et 

al., 2001; Caligiuri et al., 2001), mas que provoca uma redução da 

capa f ibrosa, predispondo à instabil idade da placa (Ezzahir i et al.,  

2003). Assim, mais estudos serão necessários para certif icar se C. 

pneumoniae  é encontrado por acaso no ateroma ou se está 

ativamente envolvido na iniciação ou progressão da doença 

aterosclerótica. 

Desde o primeiro caso reportado em 1994 (Mendall  et al.,  

1994), há muitos estudos epidemiológicos associando Helicobacter 

pylori a doenças cardiovasculares. Embora esta associação possa 

ser teoricamente concebível, ainda precisa ser debatida sob o 

ponto de vista prático, pois os vários estudos epidemiológicos 

demonstram resultados conflitantes (Franceschi  et al.,  2005). 
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Murray et al. (1995) não encontraram relação entre a infecção 

bacteriana de H. pylori e a aterosclerose, após a normalização 

para idade e classe social. Entretanto, Birnie  et al. (1998) 

defendem que a infecção com H. pylori  pode levar ao aumento do 

risco para DCV por mecanismos auto-imunes e que a intensidade 

da infecção e a extensão da resposta imune são mais importantes 

que apenas a infecção por si. Isto pode explicar, parcialmente, 

resultados contraditórios, que não relacionam a infecção com H. 

pylori com aterosclerose, pois invest igam isoladamente a 

soroposit ividade para H. pylori  como fator de risco. 

Citomegalovírus (CMV) é o herpesvírus mais fortemente 

associado à aterosclerose (Danesh  et al., 1997; Roivainen  et al., 

2000). Assim como associação com as bactérias, esta relação 

também é questionada. Em 1978, Fabricant et al. demonstraram 

evidências experimentais da contribuição da infecção viral na 

aterosclerose. Outros estudos relatam que a infecção por CMV 

pode iniciar ou acelerar a progressão do ateroma, por aumentar a 

expressão de vários genes pró-aterogênicos da aorta, como MCP-

1, TNF-α e IFN-γ, envolvidos na resposta imune ou inf lamatória em 

camundongos deficientes em apoE (Burnett et al., 2004; Vliegen  et 

al., 2004). Por outro lado, segundo Saetta  et al. (2000), não há 

evidências do envolvimento deste patógeno na aterogênese em 

humanos. 

Um parasita também envolvido na aterogênese foi estudado 

por Doenhoff  et al. (2002), que demonstraram que animais apoE - / -  

infectados com Shistosoma mansoni apresentaram redução tanto 

das lesões aterogênicas quanto dos níveis de colesterol sérico. A 

infecção helmíntica crônica pode atenuar o desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares por el icitar uma resposta crônica do tipo 

2, podendo modular a ativação de monócitos e aumentar a 

produção de quimiocinas, tais como IL-4, IL-10 e IL-13 no local da 

infecção (Magen  et al., 2005). 

O primeiro protozoário envolvido com aterosclerose foi 

relatado por Sunnemark et al. (2000), que demonstraram que a 
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combinação da infecção pelo protozoário Trypanosoma cruzi com a 

dieta aterogênica pode induzir lesão aterosclerótica na íntima 

aórtica de animais CBA/J, normalmente resistentes à 

aterosclerose. 

Em 2004, Portugal et al. revelaram que animais apoE - / - 

infectados por Toxoplasma gondii  exibiram um aumento da lesão 

na válvula aórtica, independente dos níveis séricos de colesterol.  

Este fato foi justif icado pelo processo inf lamatório em si, assim 

como pela maior captação do colesterol pelas células infectadas, 

para o fornecimento de colesterol ao parasita. 

Analogamente ao T.cruzi  e T. gondii, a infecção por 

Leishmania major,  em camundongos C56BL/6, induz uma resposta 

pró-inf lamatória. 

 

1.3.1.Leishmania major 

A infecção com patógenos do gênero Leishmania  resulta em 

uma série de doenças designadas leishmanioses, a qual apresenta 

incidência anual de 2 milhões de casos em 88 países (WHO). 

Leishmania major é transmitida pelo f lebótomo, que inocula 

uma pequeno número de promastigotas metacícl icas, forma 

infectiva, na pele do hospedeiro, (Figura 8). 

A infecção com L. major  em humanos e roedores leva ao 

desenvolvimento de uma lesão localizada cutânea, que cicatr iza e 

gera imunidade à re-infecção. Entretanto, certas l inhagens de 

camundongos, como BALB/c, falham em controlar esta infecção e 

desenvolvem uma lesão progressiva e uma doença sistêmica 

(Sacks & Noben-Trauth, 2002). 
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Figura 8 – Ciclo de vida de Leishmania major .  
Paras i tas são transmit idos pela p icada de f lebótomos fêmeas 

infectadas, a qual injeta promast igotas metacíc l icas na pele. Essas formas 
são opsonizadas ef ic ientemente pelos  componentes do soro e captados pelos 
macrófagos. Nestas célu las o parasi ta res ide em fagol isossomas e se 
d iferenc iam em amastigotas repl icat ivas. Macrófagos são inger idos pelo vetor  
durante o repasto sangüíneo, estas célu las são l isadas no intest ino do inseto, 
l iberando paras itas que se d iv idem rapidamente. As formas promastigotas não 
infect ivas passam por  um processo na parede do intest ino do f lebótomo na 
qual se d iferenc iam para forma metacíc l ica e migram para a parte anter ior  do 
tubo d igest ivo do vetor.  O c ic lo se completa quando o inseto real iza novo 
repasto sangüíneo, transmit indo promast igotas metacíc l icas. Fonte: (Sacks & 
Noben-Trauth, 2002).  
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A predisposição genética, para susceptibil idade ou 

resistência à infecção com L. major em camundongos, correlaciona 

com a dominância de uma resposta Th2, dirigida por IL-4, que 

causa a doença, ou com a dominância do perf i l Th1 (IFN-γ),  

dir igida por IL-12, que promove a cura e a ret irada do parasita 

(Sacks & Noben-Trauth, 2002) (Figura 9). 

Leishmania , na sua forma amastigota, é adaptada para 

prosperar em fagolisossomas de macrófagos de mamíferos. Apesar 

de o vacúolo parasitóforo (VP) apresentar um ambiente hostil, 

fortemente ácido e hidrolít ico, a Leishmania  se beneficia da 

disponibil idade de nutrientes de baixo peso molecular gerados 

pelos processos digestivos no vacúolo. O vacúolo parasitóforo 

maduro de Leishmania  se assemelha a um compartimento de 

endossoma (Antoine  et al., 1998). Várias vias de tráfego com 

produtos de fagocitose de macrófagos podem se fundir com 

endossomas maduros, incluindo VP, fornecendo fontes de 

nutrientes, como açúcares, l ipídeos e aminoácidos, para as 

amastigotas residentes (Burchmore & Barrett, 2001). Dentre os 

vários nutrientes necessários para o desenvolvimento do parasita, 

os l ipídeos são essenciais para o desenvolvimento, multipl icação, 

virulência e diferenciação de espécies de Leishmania  no 

hospedeiro (Denny et al., 2004; Pucadyil  et al.,  2004). 

Sabendo-se que L. major el icita uma resposta pró-

inf lamatória local e que l ipídeos apresentam papel importante no 

desenvolvimento do parasita, é interessante pesquisar o efeito da 

infecção por este patógeno no metabolismo de l ipídeos e na 

aterogênese de camundongos apoE - / - , que possuem fundo genético 

de C57BL/6 e modelos para aterosclerose. 
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Figura 9 – Modelo do desenvolvimento da resposta Th1/Th2 .   
Para ambas d iferenc iações celu lares para Th1 e Th2, ant ígenos são 

apresentados a células T CD4+  naive  por cé lu las dendr í t icas. A interação de 
moléculas co-est imulatór ias com seus respect ivos l igantes (CD40-CD40L, 
OX10-OX40L e/ou CD80-CTLA4/CD28) junto com o ambiente de c itoc inas 
local ,  promovem a d iferenc iação de célu las T naive  em célu las Th1 que 
secreta IFN-γ  ou célu las Th2 que l ibera IL-4. Fonte:  (Sacks & Noben-Trauth, 
2002) 
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1.4.Camundongos como modelos experimentais 

O camundongo é o modelo animal mais ut i l izado para o 

estudo de l ipídeos e aterosclerose. As espécies selvagens são 

altamente resistentes ao desenvolvimento de aterosclerose. Em 

resposta a uma dieta com baixos níveis de gordura e colesterol, os 

camundongos apresentam baixos níveis plasmáticos de colesterol 

em VLDL e LDL e a maioria do colesterol está na fração de HDL. 

Este deve ser o principal fator contribuinte para a resistência ao 

desenvolvimento de aterosclerose nestes animais. A HDL é 

responsável pelo transporte de mais de 85% do colesterol 

plasmático de camundongos, enquanto que, em humanos, a 

principal l ipoproteína carreadora de colesterol é a LDL (65-85%) 

(Breslow, 1996; Hofker et al., 1998). 

Embora pouco compreendida, a diferença no transporte de 

lipoproteínas entre as espécies é devida a alguns fatores 

conhecidos, tais como: 1. Ausência da CETP no plasma de 

camundongos (em humanos, esta enzima transfere ésteres de 

colesterol da HDL para VLDL e tr igl icerídeos na direção oposta); 2. 

Lipase hepática, a qual é l igada à membrana em humanos, e 

solúvel em camundongos; 3. Reduzida síntese de apoB-100 em 

camundongos; 4. Alta ef iciência da apoE murina na remoção de 

lipoproteínas remanescentes, quando comparada à apoE humana 

(Fazio & Linton, 2001). Apesar das diferenças apresentadas, 

camundongos e seres humanos possuem o mesmo conjunto de 

genes, com poucas exceções, que controlam o metabolismo de 

lipoproteínas (Hofker et al., 1998). Além disso, a ut i l ização de 

camundongos como modelos experimentais apresenta facil idades, 

uma vez que o animal possui  tamanho pequeno, fácil 

engaiolamento e manipulação, curto período de reprodução e 

background  genético bem definido (Moghadasian  et al., 2001). 

O gene da apoproteína E (apoE) é um dos principais genes 

determinantes dos níveis de l ipídeos no plasma em seres humanos 

e camundongos (Hofker et al., 1998). A apoE é uma glicoproteína 
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sintet izada principalmente no fígado e cérebro, podendo ser 

produzida por outras células, inclusive macrófagos. A apoE é 

constituinte de todas as l ipoproteínas, exceto LDL. A sua função é 

servir como l igante das l ipoproteínas nos seus receptores 

hepáticos ou nos receptores B/E do fígado e tecidos periféricos 

(Meir & Leitersdorf, 2004). 

Camundongos deficientes em apoE foram criados por 

recombinação homóloga de células tronco embrionárias. A 

deficiência desta apolipoproteína resulta em níveis de colesterol 

elevados devido à remoção defeituosa das lipoproteínas 

remanescentes. Logo, o acúmulo de remanescentes de QM e VLDL 

no plasma constitui o estímulo aterogênico nestes animais 

(Breslow, 1996; Zhang et al., 1992).  

Os animais apoE - / -  possuem colesterol plasmático cerca de 

cinco vezes mais alto do que os normais, e desenvolvem estrias 

gordurosas na aorta proximal aos três meses de idade (Zhang et 

al., 1992). As lesões são exacerbadas pelo consumo de dietas 

aterogênicas, ricas em gorduras e colesterol (Breslow, 1996). 

Nos animais alimentados com dieta comercial, as lesões 

aparecem como nódulos amarelados em 10 semanas de idade 

(células espumosas), porém, com 8 semanas, a adesão de células 

mononucleares e a formação esporádica de células espumosas 

podem ser observadas. A placa f ibrosa aparece com 20 semanas 

de vida e, em alguns casos, com até 30 semanas ainda 

predominam as células espumosas (Nakashima  et al., 1994). 

Os camundongos apoE - / - contêm componentes celulares e 

uma sucessão de lesões similares às observadas durante a 

aterogênese humana, tornando-se um modelo importante para o 

estudo dos vários fatores que controlam ou inf luenciam o 

desenvolvimento da placa aterosclerótica (Moghadasian  et al., 

2001; Nakashima  et al., 1994). 
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2.OBJETIVOS 

 

2.1.Objetivo geral 

O objetivo deste trabalho foi verif icar o impacto da infecção 

por Leishmania major no perf i l l ipídico e na formação de placa 

aterosclerótica em camundongos deficientes em apoE (apo E - / -). 

 

2.2.Objetivos específicos 

1 - Verif icar se há modif icação no perf i l l ipídico dos 

camundongos apo E - / -, infectados ou não com Leishmania major; 

2 - Avaliar se a infecção por L. major altera o metabolismo 

hepático e cecal de colesterol e tr igl icerídeo; 

3 - Quantif icar morfometricamente o tamanho da lesão 

aterosclerótica no sinus aórt ico e aorta torácica e abdominal de 

animais deficientes em apoE, infectados ou não com Leishmania 

major; verif icando se a infecção altera o desenvolvimento da 

aterosclerose nesses animais; 

4 - Analisar a estabil idade da placa aterosclerótica, por meio 

da mensuração do inf i ltrado inf lamatório e do colágeno na área da 

lesão aterosclerót ica nos animais apo E - / -  infectados ou não com 

L. major; 

5 - Pesquisar a possível presença de Leishmania major  no 

coração, baço e f ígado dos animais infectados. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1.Animais experimentais 

Os camundongos homozigotos, com ausência do gene da 

apolipoproteína E (apoE - / -), gerados no background  C57BL/6, 

foram obtidos e mantidos no Biotério do Laboratório de Bioquímica 

Nutricional.  Os camundongos selvagens da l inhagem C57BL/6 

foram obtidos do Biotério Central do Inst ituto de Ciências 

Biológicas da UFMG (CEBIO). 

Os animais receberam dieta AIN93-G (Reeves et al., 1993), 

Tabela 1, t iveram livre acesso à água e f icaram em gaiolas 

coletivas, em ambiente com ciclos de luminosidade de 12 horas 

(7:00 às 19:00). 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética de 

Experimentação Animal da UFMG (CETEA/UFMG), protocolo nº 

147/05. (Anexo) 

 

Tabela 1 - Composição da dieta 
Ingredientes AIN93G (%) 

Caseína 20,0 

Metionina 0,3 

Amido de milho 52,95 

Sacarose 10,0 

Celulose 5,0 

Óleo de soja 7,0 

BHT 0,0014 

Mistura de Minerais 3,5 

Mistura de vitaminas 1,0 

Colina 0,25 

     (Reeves et a l . ,  1993) 
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3.2.Estratégia Experimental 

Camundongos fêmeas apoE - / - de onze semanas de idade 

foram separados em dois grupos: animais controles não infectados 

(apoE - / - Controle, n=10) e animais infectados com Leishmania 

major (apoE - / - Leishmania, n=11). Os animais foram distr ibuídos de 

acordo com o peso e o colesterol iniciais. Foram também util izadas 

fêmeas selvagens de onze semanas de idade (C57BL/6, n=10), 

sendo todas infectadas com Leishmania major. O experimento 

ocorreu durante seis semanas. 

Semanalmente, os animais t iveram o peso corporal e a 

ingestão alimentar avaliados e foi restr ingida a al imentação no 

grupo que ingeriu maior quantidade de dieta. Tal procedimento foi 

necessário para que todos os grupos experimentais consumissem a 

mesma ingestão calórica no f inal do experimento. 

 

3.3.Infecção com Leishmania major 

Foi uti l izado neste estudo o clone de L. major (WHO 

MHOM/IL/80/Friedl in), genti lmente cedido pelo Laboratório de 

Gnotobiologia e Imunologia. O parasita, em sua forma 

promastigota extracelular, foi mantido in vitro em meio Grace 

(GIBCO) pH 6,2 suplementado com 20% de soro bovino fetal, L-

glutamina a 2mM, penicil ina a 100U/mL e estreptomicina a 100 

µg/mL. Os inóculos foram preparados, em condições estéreis, a 

partir de culturas de L. major de cinco dias. Este período equivale 

à fase estacionária do crescimento in vitro, época em que a cultura 

está r ica em formas promastigotas metacícl icas viáveis, ou seja, 

formas infectivas. O meio de cultura com Leishmania foi 

centrifugado a 2000 x g, a 4°C, por 15 minutos. O sobrenadante foi 

desprezado e adicionaram-se 10 mL de PBS estéril.  O tubo foi 

novamente centrifugado sob as mesmas condições, el iminou-se o 

sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de PBS. 

Uma pequena alíquota foi ret irada, diluída 1:100 em PBS com 
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formalina 4% e o número de parasitas foi quantif icado em câmara 

de Neubauer. O inóculo uti l izado foi de 1 x 106 parasitas em um 

volume total de 40 µL por pata (Vieira  et al., 1996).  

Os camundongos foram inoculados com Leishmania major no 

coxim plantar da pata esquerda. Como controle, apenas PBS foi 

injetado na pata direita. 

 

3.4.Acompanhamento do desenvolvimento da lesão 

provocada por L. major 

O desenvolvimento da lesão na pata de camundongos 

infectados por L. major foi acompanhado semanalmente pelo 

monitoramento da espessura da lesão, uti l izando paquímetro 

Starret (Itú, São Paulo, Brasil).  O tamanho da lesão foi 

quantif icado pela diferença entre as medidas das patas infectada 

(esquerda) e não infectada (direita). 

 

3.5.Quantificação dos parasitas na pata 

Após o sacrif ício, coletou-se a pata infectada, a pele foi 

retirada e pesou-se a lesão. Este ensaio foi realizado conforme 

descrito por (Vieira  et al., 1996). Em resumo, parte da lesão foi 

transferida para o homogeneizador de tecidos, juntamente com 

cerca de 2 mL de PBS estéri l. O material foi centrifugado a 150 x g  

por 1,5 min a 4 ºC para retirada de fragmentos de tecido 

remanescentes. O sobrenadante foi centrifugado a 1540 x g por 10 

min a 4 ºC. O sedimento foi, então, ressuspendido em 500 µL de 

meio Grace acrescido de 20% de soro fetal bovino, L-glutamina a 2 

mM e 20 µg/mL de sulfato de gentamicina. O material foi 

distribuído, em duplicatas, em placa estéri l de 96 poços. Fez-se 

diluição seriada 1:10 por 12 poços subseqüentes. A placa foi 

incubada a 26 ºC por 7 dias, quando foi feita a leitura do 

crescimento de parasitas, em microscópio invertido (Zeiss). O 
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resultado obtido foi expresso como o logaritmo do inverso da maior 

diluição que apresentou crescimento posit ivo de parasitas. 

 

3.6.Amostras de sangue 

No início do experimento, após jejum de 8 a 10 horas, 

amostras de sangue foram retiradas da veia caudal em microtubos 

heparinizados. O plasma foi separado, após centrifugação a 6000 

rpm por 5 minutos, em centrífuga de mesa Fanem Centrimicro 243. 

No f inal de 6 semanas, após o mesmo período de jejum, e 

aplicação da anestesia intraperitoneal de uma solução de ketamina 

(130mg/kg) e xi lazina (0,3mg/kg), os animais foram sacrif icados 

por exangüinação pela aorta abdominal sem anticoagulante. O soro 

foi separado da mesma forma do plasma. 

 

3.6.1.Determinação dos níveis de colesterol total 

Os níveis de colesterol total foram medidos de acordo com o 

método da colesterol oxidase (Allain  et al., 1974), ut i l izando-se kit 

comercial da empresa Doles, Brasil . O método consiste na 

hidrólise de ésteres de colesterol pela colesterol esterase, 

produzindo colesterol l ivre. Este, em presença da colesterol 

oxidase e de oxigênio, produz peróxido de hidrogênio que, pela 

ação da peroxidase em presença de fenol e 4-aminoantipirina, 

produz um composto róseo-avermelhado com absorção máxima em 

505 nm. Os níveis de colesterol no soro ou plasma dos animais 

foram determinados por um ensaio em microplaca de 96 poços, de 

acordo com Fazio  et al. (1997). Em resumo, 10 µL das amostras de 

soro foram diluídas em água destilada (1:100), a f im de que as 

leituras de absorbância fossem adequadas à variação linear do 

teste. À diluição, foram adicionados 100 µL de reagente de 

colesterol total. Após um período de incubação de 10 minutos a 

37oC, a absorbância foi l ida a 492 nm em um leitor de microplaca 

(Thermo Plate). 
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3.6.2.Determinação de colesterol HDL e colesterol das 

frações aterogênicas 

Os níveis de colesterol HDL (HDLc) no soro foram dosados 

por meio do kit enzimático Doles, Brasil . O princípio se baseia na 

precipitação selet iva de LDL e VLDL por poliet i lenoglocol 

tamponado (PEG 6000), restando apenas a fração HDL no 

sobrenadante. Este foi separado para a dosagem de HDLc da 

seguinte forma: em uma microplaca de 96 poços, 10 µL da amostra 

foram adicionados a 200 µL do reagente de cor Colesterol 250 

Doles/Colesterol Enzimático Líquido Doles. Após uma incubação 

de 10 minutos a 37°C, a absorbância foi l ida a 492 nm em leitor de 

microplaca (Thermo Plate). O colesterol das frações aterogênicas 

foi calculado pela diferença entre os colesteróis total e HDL. 

 

3.6.3.Determinação dos níveis de triglicerídeos 

Os níveis de triglicerídeos séricos foram medidos de acordo 

com o método enzimático colorimétrico (Fossati & Prencipe, 1982), 

uti l izando kit comercial da empresa Doles, Brasil. O método 

consiste na hidról ise dos tr igl icerídeos pela l ipase lipoprotéica, 

produzindo gl icerol l ivre, fosforilado pela glicerol quinase, cujo 

produto sofre a ação da glicerol-P-oxidase que, em presença de 

oxigênio, produz peróxido de hidrogênio. Este, sob a ação da 

peroxidase, do reagente fenólico (p-clorofenol) e da 4-

aminoantipirina, produz um composto róseo-avermelhado, com 

máximo de absorção a 500 nm. 

 As dosagens e a curva padrão foram feitas em microplacas, 

conforme descrito para o colesterol.  

 

3.7.Dosagens de colesterol e lipídeos totais hepáticos  

No f inal do experimento, após o sacrif ício dos animais, o 

f ígado foi removido, lavado em solução sal ina f isiológica, seco em 

papel de f i ltro, e armazenado a –20oC. 
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A extração da fração lipídica foi feita de acordo com o 

método de Folch  et al. (1957). Em resumo, 100 mg de fígado foram 

triturados, ut i l izando homogeneizador, durante três minutos, com 

1900 µL de solução clorofórmio:metanol (2:1). Após adição de 400 

µL de metanol, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 

3000 rpm. O sobrenadante foi recolhido em tubo de peso 

conhecido e, posteriormente, acrescido de 800 µL de clorofórmio e 

640 µL de solução de NaCl a 0,73%. Após nova centrifugação por 

10 minutos a 3000 rpm, desprezou-se a fase superior. A parede 

interior de cada tubo foi lavada três vezes com 600 µL de solução 

de Folch (solução de 3% de clorofórmio, 48% de metanol, 47% de 

água e 2% de NaCl a 0,29%). Após cada lavagem, a fase superior 

foi descartada. Os extratos l ipídicos obtidos foram secos em estufa 

overnight  a 37°C, e os l ipídeos totais quantif icados pela diferença 

de peso entre o tubo contendo os lipídeos e o mesmo tubo vazio, 

previamente pesado. 

Os extratos lipídicos foram ressuspendidos em 500 µL de 

isopropanol, di luídos 1:50 em água destilada e as determinações 

dos níveis de colesterol hepático foram feitas conforme descrito 

para colesterol total.  

 

3.8.Dosagens de colesterol e lipídeos do conteúdo cecal 

Durante o sacrif ício, o intestino grosso dos animais foi 

removido e o ceco foi separado para retirada do conteúdo cecal.  

Os lipídeos cecais também foram extraídos de acordo com 

Folch  et al. (1957). Foi adotado o mesmo procedimento uti l izado 

para extração lipídica hepática, exceto para a quantidade inicial de 

conteúdo cecal, igual a 50 mg. A quantidade de reagentes usada 

foi dividida pela metade, para manter a proporção com o peso. 

Os extratos lipídicos foram ressuspendidos em 500 µL de 

isopropanol, diluídos 1:25 e as determinações dos níveis de 
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derivados do colesterol cecal foram feitas conforme descrito para 

colesterol total. 

 

3.9.Avaliação das lesões ateroscleróticas no coração 

Após o sacrif ício dos camundongos, todos os corações foram 

retirados em bloco, com a raiz da aorta, e perfusionados com PBS 

1x. O coração foi separado da aorta torácica e abdominal, f ixado 

em formol tamponado 10% e processado, conforme rotina para 

inclusão em paraf ina. Foram feitos cortes consecutivos de 10 µm 

de espessura na região da válvula aórtica. As lâminas foram 

codif icadas e coradas por hematoxil ina e eosina. 

O tamanho da lesão aterosclerótica foi avaliado em dez 

cortes, tomando sempre como referência a presença da válvula 

aórtica. Localizada a formação da válvula aórtica, a cada 30 µm 

um corte era selecionado para a medida. Assim, foi percorrida uma 

extensão média de 300 µm, com cortes analisados intercalados por 

outros 2 cortes consecutivos, segundo técnica modif icada de 

Paigen  et al. (1987), (Portugal et al., 2004). As áreas foram 

medidas por meio da análise morfométrica, pelo programa Image 

Pro Plus. O cálculo do tamanho da lesão de cada animal foi feito 

pela soma das áreas dos dez cortes. O valor médio por grupo foi 

uti l izado para comparações estatíst icas. 

 

3.10.Avaliação do infi ltrado inflamatório na raiz aórtica 

O inf i lt rado inf lamatório das lesões foi determinado pela 

contagem do número de células na área da lesão. As medidas 

foram analisadas em 3 cortes não consecutivos por animal. Em 

cada corte, a celularidade foi determinada em 4 campos em torno 

da lesão, total izando uma análise de 12 campos/animal. O número 

de células foi determinado automaticamente pelo programa Image-

Pro Plus, por intensidade de cor (Portugal  et al.,  2004). 
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3.11.Quantificação de colágeno nas lesões 

ateroscleróticas 

O colágeno presente nas lesões ateroscleróticas foi 

visualizado util izando o corante Tricômio de Gômori contracorado 

com hematoxil ina. Foram analisados 4 cortes não consecutivos por 

animal. Os resultados foram expressos como porcentagem de 

colágeno por área de lesão (Portugal et al., 2004). 

 

3.12.Avaliação da deposição lipídica na aorta torácica e 

abdominal 

A deposição l ipídica foi determinada na aorta torácica e 

abdominal, ut i l izando a análise en face  pela coloração com Sudan 

IV (Palinski  et al., 1994). As aortas foram dissecadas, removendo 

cuidadosamente toda a adventícia a partir da válvula aórtica até a 

bifurcação il íaca. A aorta foi aberta longitudinalmente e f ixada 

durante 12 horas com solução de formol-sacarose (4% 

paraformaldeído, 5% de sacarose, 20 µmol/L de BHT, e 2 µmol/L 

EDTA, pH 7,4) a 40C. Após f ixadas, as aortas foram submetidas a 

uma solução de 70% de etanol durante 5 minutos. Posteriormente, 

foram coradas por 10 minutos sob agitação em uma solução 

f i ltrada contendo 0,5% de Sudan IV, 35% de etanol, e 50% de 

acetona e descoradas por 5 minutos em solução de 80% de etanol. 

As imagens das aortas coradas com Sudan IV foram digitalizadas e 

a análise feita pelo programa Image-Pro Plus. 

O acúmulo lipídico foi determinado pelo percentual da área 

total da aorta. O valor médio por grupo foi uti l izado para 

comparações estatísticas. 

 

3.13.Extração de DNA 

Durante o sacrif ício dos animais, foram retirados e 

armazenados, a -70°C, coração (região da válvula aórt ica), f ígado 
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e baço para extração de DNA. Foi adicionado tampão tail e 100µL 

de proteinase K (20 mg/mL) a um pequeno pedaço do órgão que 

foram incubados em banho-maria a 55°C até a decomposição do 

tecido. Acrescentou-se 500 µL de fenol e as amostras foram 

centrifugadas durante 4 minutos a 14.000 rpm a temperatura 

ambiente. Coletou-se a fase superior e nova centrifugação foi 

real izada para se obter melhor purif icação. A fase aquosa 

(superior) foi transferida para um novo tubo e 500 µL de 

clorofórmio:álcool isoamil (24:1) foram acrescidos. Os tubos foram 

centrifugados a 14.000 rpm durante 2 minutos. Novamente a fase 

superior foi coletada e adicionou-se 1 mL de etanol gelado, a 

solução foi homogeneizada. Nesta etapa foi visualizado o DNA, 

que se precipita em forma de gel. As amostras foram colocadas a  

-20°C. Após 12 horas, os tubos foram centrifugados durante 4 

minutos a 14.000 rpm. Todo o sobrenadante foi ret irado, 500 µL de 

etanol 70% foi adicionado e misturou-se por inversão até 

ressuspender o precipitado, nova centrifugação foi realizada. Em 

seguida, desprezou-se o sobrenadante e o DNA no fundo do tubo 

foi seco durante 15 minutos a temperatura ambiente. O DNA foi 

ressuspendido em 100 µL de tampão TE , diluído e quantif icado em 

leitor de ELISA a 260 nm. 

 

3.14.Avaliação para presença de L. major 

Após a extração do DNA, foram realizadas a busca de 

seqüências específ icas para L. major e a amplif icação das mesmas 

por meio da técnica de PCR. Para isto, 2 µL de amostra de DNA 

foram adicionados a 1,2 µL de tampão da Taq polimerase, 1,0 µl  

de dNTPs (2,5mM), 1,0 µL de primers,  0,05 µL de taq polimerase e 

5,75 µL de H2O Mil l i -Q estéril. 

As amostras foram colocadas em um termociclador e as 

condições de amplif icação para 35 ciclos foram: desnaturação a 

94°C por 1 min, anelamento a 54°C por 1 min, elongação a 72°C 
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por 1,5 min e extensão a 72°C por 10 min (Anders et al., 2002). Os 

produtos de PCR foram, então, submetidos à eletroforese em gel 

de poliacrilamida e visualizados pela coloração de prata.  

Os primers uti l izados para verif icação da presença de 

minicírculo kDNA de L. major possuem a seguinte seqüência 

(Anders et al. , 2002): 

Uni 21- 5´GGGGTTGGTGTAAAATAAGGCC 3´ 

LmJ4- 5´CTAGTTTCCCGCCTCCGAG 3´ 

 

3.15.Análise estatística dos dados 

Os dados foram inicialmente analisados usando o teste 

Komogorov-Smirnov para verif icar sua simetria. Como todos os 

dados apresentaram distr ibuição normal, foi uti l izado teste T de 

Student, para comparar grupos. Foi adotado o nível de 

signif icância de p<0,05. 
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4.RESULTADOS 

 

4.1.Infecção por L. major e quantificação do parasita 

Camundongos apoE - / - e C57BL/6 de 11 semanas de idade 

foram infectados com L. major para verif icar se esta infecção 

apresenta a mesma evolução em ambas linhagens. Para tanto, 

observou-se a progressão da doença e foi mensurada a 

quantif icação do parasita na pata infectada. 

O cálculo da lesão mostra que não houve diferença na 

progressão da doença entre as l inhagens apoE - / - e C57BL/6, pois 

estes animais apresentaram o mesmo perf i l em relação ao tamanho 

da lesão (Figura 10). A quantif icação f inal dos parasitas também 

foi a mesma entre estes dois grupos (Figura 11). 

 

4.2.Consumo alimentar e crescimento dos animais 

Os experimentos seguintes foram realizados com animais 

deficientes em apoE (apoE - / -) infectados ou não com L. major . O 

consumo alimentar foi monitorado e uma restr ição alimentar foi 

imposta ao grupo controle, que recebeu a mesma quantidade de 

dieta ingerida pelo grupo infectado. Deste modo, como mostra a 

Figura 12, a ingestão foi similar entre os animais controles e 

infectados com L. major (25,10 ± 0,95 e 24,72 ± 0,85 g, 

respectivamente, p=0,7). 

Devido à restr ição alimentar, não houve diferença entre peso 

corporal dos animais dos diferentes grupos, durante todo o tempo 

de experimento (Figura 13). 
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Figura 10 – Curva de infecção de animais apoE - / -  e C57BL/6 
infectados com L. major .   

Os resul tados foram expressos como média do tamanho da lesão de 
animais apoE - / -  (n=11) e C57BL/6 (n=7) em cada semana do exper imento. 
L inhas vert ica is representam erro padrão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Quantif icação de parasitas de animais apoE - / -  e 
C57BL/6 infectados com L. major .   

Os resultados foram expressos como média do logarí t imo de paras itas 
tota is de animais apoE - / -  (n=11) e C57BL/6 (n=9) no f ina l do exper imento.  
L inhas vert ica is representam erro padrão. 

-

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

0,80

1 2 3 4 5 6

Semanas

T
am

an
h

o
 d

a 
le

sã
o

, 
m

m

C57BL/6 

apoE -/-

-

1

2

3

4

5

6

7

8

P
ar

as
ita

s 
to

ta
is

 (l
o

g
)

C57BL/6

apoE -/-



                                                                         Resultados 

  40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 -  Consumo alimentar semanal dos animais apoE-/-  
controles e infectados com L. major .   

Os resul tados foram expressos com média da quant idade de dieta 
consumida em gramas por semana por animal.  Foi  ut i l izado erro padrão.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 -  Evolução ponderal dos animais apoE-/-  controles e 
infectados com L. major .   

Os resultados foram expressos como média do peso em gramas dos 
animais contro les (n=9) e infec tados (n=11)  em cada semana do exper imento. 
Foi ut i l izado erro padrão. 
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4.3.Colesterol 

4.3.1.Colesterol total 

Com o objet ivo de avaliar o efeito da infecção de L. major no 

metabolismo l ipídico, primeiramente foi analisado o nível de 

colesterol total no plasma dos animais. No início do experimento, 

os grupos controle e infectado apresentaram níveis de colesterol 

plasmático similares (230,2 ± 19,3 e 225,3 ± 21,0 mg/dL, 

respectivamente, p=0,86). Após seis semanas de experimento, a 

infecção por L. major foi capaz de aumentar os níveis de colesterol 

sérico (283,4 ± 15,8 mg/dL) em relação aos animais controles 

(222,4 ± 7,1, mg/dL, p=0,01) (Tabela 2). 

 

4.3.2.Colesterol HDL e frações aterogênicas 

A mensuração das frações de colesterol mostrou que o 

aumento nos níveis de colesterol sérico dos animais infectados 

ref letiu o aumento tanto da fração não aterogênica (HDL) quanto 

da fração aterogênica (LDL, IDL e VLDL). A Tabela 2 mostra o 

aumento dos níveis do colesterol HDL do grupo infectado 

comparado ao grupo controle (22,1 ± 2,0 e 15,5 ± 1,7 mg/dL, 

respectivamente, p=0,025) e a diferença nos níveis das frações 

aterogênicas dos animais controles (208,1 ± 9,9 mg/dL) e 

infectados (261,3 ± 16,9 mg/dL, p=0,026). A relação fração 

aterogênica/HDL não apresentou diferença entre os grupos 

controle e infectado com L. major (14,7 ± 0,06 e 13,3 ± 0,06, 

respectivamente, p=0,53). 
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Tabela 2 – Colesterol total e frações 
 
Parâmetros(mg/dL)  Controle  Leishmania 

Colesterol totala     

  Inicial   230,2 ± 19,3 225,3 ± 21,0 

  Final    222,4 ± 7,1 283,4 ± 15,8* 

HDLcb     15,5 ± 1,7  22,1 ± 2,0* 

Frações aterogênicasb   208,1 ± 9,9 261,3 ± 16,9* 

Relação Aterogênica/HDLb   14,7 ± 0,06 13,3 ±0,06 
a  n= 8 para Contro le e 12 para Leishmania 
b  n= 7 para Contro le e 12 para Leishmania 

* p<0,05, os  resultados foram expressos como média ± erro padrão. 
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4.3.3.Lipídeos e colesterol do conteúdo cecal  

Um parâmetro uti l izado para analisar alterações no 

metabolismo lipídico, especif icamente alterações na 

absorção/excreção de lipídeos, é a quantif icação de lipídeos e 

derivados de colesterol excretado no conteúdo cecal. Não houve 

diferença na concentração de l ipídeos totais cecais entre os 

grupos controle e infectado (51,11 ± 8,9 e 70,0 ± 11,0 mg/g de 

conteúdo cecal, respectivamente, p=0,19). Também não houve 

alteração na excreção de colesterol e seus derivados (3α−OH-

esteróides) entre os grupos: o grupo controle apresentou média de 

2,8 ± 0,3 e os animais infectados 2,4 ±0,3 mg/g de conteúdo cecal,  

p=0,31 (Tabela 3). 

 

4.3.4.Lipídeos e colesterol hepático 

Torna-se imprescindível a quantif icação de l ipídeos totais e 

colesterol no f ígado, uma vez ser este o principal órgão envolvido 

no metabolismo lipídico. Animais infectados com L. major 

apresentaram uma quantidade menor de lipídeos totais hepáticos 

em relação aos animais controle (171,7 ± 21,1 e 252,0 ± 11,8 mg/g 

de fígado, respectivamente, p=0,005, (Tabela 3). Esta grande 

diferença não é acompanhada pela redução do nível de colesterol 

hepático, que foi similar entre os grupos controle e Leishmania 

(14,1 ± 1,3 e 13,2 ± 0,9 mg/g de fígado, respectivamente, 

p=0,58,(Tabela 3). 
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Tabela 3 – Concentração de trigl icerídeos séricos, l ip ídeos totais,  
colesterol  e t rig licerídeos do conteúdo cecal e f ígado 

 
Parâmetros   Controle            Leishmania 

Lipídeos cecais a           51,11 ± 8,9     70,0 ± 11,0 

(mg/g de conteúdo cecal) 

3α−OH-esteróides  a  2,8 ± 0,3     2,4 ± 0,3 

(mg/g de conteúdo cecal) 

Trigl icerídeos cecais a   0,97 ± 0,2     0,76 ± 0,21 

(mg/g de conteúdo cecal) 

Lipídeos hepáticos  b  252,0 ± 11,8    171,7 ± 21,1* 

(mg/g de f ígado) 

Colesterol hepático  c   14,1 ± 1,3     13,2 ± 0,9 

(mg/g de f ígado) 

Trigl icerídeos hepáticos  b  49,7 ± 4,4     30,2 ± 4,5* 

(mg/g de f ígado)   

Trigl icerídeos séricos d  56,5 ±5,4     34,4 ± 4,1* 

(mg/dL) 
a  n= 9 para Contro le e 10 para Leishmania 
b  n= 10 para Contro le e 12 para Leishmania 
c  n= 11 para Contro le e 11 para Leishmania 
d  n= 12 para Contro le e 13 para Leishmania 

* p<0,05, os  resultados foram expressos como média ± erro padrão. 
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4.4.Triglicerídeos 

4.4.1.Triglicerídeo sérico 

Trigl icerídeos são componentes importantes de lipoproteínas.  

Assim, além do colesterol, este l ipídeo exerce papel importante no 

perf i l l ipídico, e é necessário investigar seu metabolismo, uma vez 

observadas modif icações nos níveis de colesterol sérico. E, ao 

contrário do colesterol,  que aumentou no grupo infectado, animais 

infectados com L. major apresentaram níveis signif icativamente 

menores de trigl icerídeos sérico que o grupo não infectado (56,5 ± 

5,4 e 34,4 ± 4,1 mg/dL, respectivamente, p=0,003, (Tabela 3). 

 

4.4.2.Triglicerídeo do conteúdo cecal 

Assim como ocorreu em relação aos outros parâmetros 

analisados no conteúdo cecal, os níveis de triglicerídeos também 

não se alteraram entre o grupo infectado por L. major (0,97 ± 0,2 

mg/g) e o grupo controle (0,76 ± 0,21 mg/g de conteúdo cecal, 

p=0,52) (Tabela 3). 

 

4.4.3.Triglicerídeo hepático 

A diminuição verif icada na quantidade de lipídeos hepáticos, 

no grupo com L. major, foi provocada pela diminuição dos níveis 

de trigl icerídeos hepáticos desses animais, quando comparados 

com o grupo controle. Os camundongos do grupo controle 

apresentaram média de 49,1 ± 4,4 mg/g de fígado e o grupo 

infectado 30,2 ±4,5 mg/g de fígado, p=0,01 (Tabela 3). 
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4.5.Placa aterosclerótica 

4.5.1.Aorta torácica e abdominal 

Dados obtidos indicam que a infecção por L. major alterou o 

metabolismo l ipídico. O procedimento seguinte foi, então, 

comparar o desenvolvimento da placa aterosclerótica entre animais 

controles e infectados. A análise do acúmulo lipídico na aorta 

torácica e abdominal mostrou que os dois grupos apresentaram a 

mesma quantidade de lipídeos depositados neste local, no f inal do 

experimento (Controle= 0,42 ± 0,09 e Leismania= 0,43 ± 0,06 % de 

lesão/área total da aorta torácica e abdominal, p=0,96, Figura 14). 

A Figura 15 demonstra aortas representat ivas do grupo 

controle (A) e infectado (B) com L. major. Nestas f iguras percebe-

se que as lesões se concentram nas áreas das ramif icações, local 

em que o f luxo sanguíneo sofre mais turbulência e possui maior 

propensão para o desenvolvimento da lesão aterosclerótica, mas 

que este padrão é similar em ambos os grupos. 

 

4.5.2.Lesão na válvula aórtica 

Outro local para avaliação do desenvolvimento da lesão 

aterosclerótica é a raiz da aorta, na região da válvula. Nesta área, 

o tamanho da lesão aterosclerótica foi maior em animais infectados 

com L. major, em relação aos animais controles (1.042.973 ± 

135.863 e 666.465 ± 90.546 µm2, respectivamente, p=0,05, Figura 

16). Além do maior tamanho, as placas aterosclerót icas foram mais 

desenvolvidas nos animais infectados: as lesões dos animais 

controle são formadas por estr ias gordurosas com várias camadas 

de células espumosas. Nos animais infectados, entretanto, nota-se 

também a presença do centro necrót ico com deposição de cristais 

de colesterol, caracterizando uma lesão mais avançada. (Figura  

17). 
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Figura 14 – Porcentagem de deposição l ip ídica em aorta torácica 
e abdominal dos animais apoE - / -  controle e infectado com L. major . 

Resultados expressos como média da porcentagem de lesão pela área 
tota l  da aorta dos animais contro les  (n=7) e infec tados (n=8) no f ina l  do 
exper imento. L inhas hor izonta is  representam média de cada grupo. 
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Figura 15 – Aspecto histológico da aorta torácica e abdominal  
dos animais apoE - / -  controle e infectado com L. major .   

A - contro le. B – Leishmania .  As aor tas foram coradas com Sudan IV 
específ ico para l ip ídeos (vermelho).  
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Figura 16 – Área da lesão aterosclerótica dos animais apoE - / -  
controle e infectado com L. major .  

Resultado representa o valor  de cada animal do grupo contro le (n=7) e 
infectado (n=10) em µm 2  da aorta, no f inal  do exper imento.  Barra hor izonta l  
ind ica a média da área de lesão *p=0,05 
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Figura 17 - Aspecto histológico da raiz da aorta dos animais 
apoE - / -  controles e infectados com L. major .  

A - Contro le. B – Leishmania .  A es tr ia gordurosa está representada pela 
seta, e o centro necrót ico pelo aster isco. A referênc ia anatômica da válvula 
está ident i f icada pela estre la. Os cor tes foram corados com HE, aumento 
100X. 
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4.6.Infiltrado inflamatório 

Foi observada uma grande presença de inf i lt rado inf lamatório 

nos cortes de animais infectados. Esta observação foi confirmada 

pela mensuração do número de células inf lamatórias na região da 

lesão aterosclerótica. O inf i lt rado inf lamatório foi maior em animais 

infectados comparados com os controles (8971 ± 907 e 6228 ± 553 

células/mm2, respectivamente, p=0,03) (Figura 18). Pelos cortes 

histológicos, percebe-se que a área no entorno da lesão do grupo 

controle apresenta poucas células inf lamatórias (Figura 19). 

Contrariamente, nos cortes de animais infectados, o número de 

células inf lamatórias é muito superior e estas não estão restritas 

ao redor da lesão, mas também encontram-se no interior da placa 

aterosclerótica (Figura 20). 
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Figura 18 - Inf i lt rado inflamatório dos animais apoE - / -  controle e 
infectado com L. major .   

Resultados expressos como média do número de célu las/mm 2  dos 
animais contro les (n=5) e infec tados (n=5)  no f ina l do exper imento. L inhas 
vert ica is representam erro padrão de cada grupo. *p<0,05 
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Figura 19 - Aspecto histológico do infi lt rado inf lamatório dos 
animais apoE - / -  controle.  

A – aumento de 100X. B – aumento de 200X. A seta indica célu las  
inf lamatór ias.  Os cor tes foram corados com HE. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 - Aspecto histológico do infi lt rado inf lamatório dos 
animais apoE - / -  infectados com L. major .  

A – aumento de 100X. B – aumento de 200X. As setas mostram células  
inf lamatór ias no in ter ior  e no entorno da p laca. Os cor tes foram corados com 
HE. 
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4.7.Quantificação de colágeno na lesão aterosclerótica 

Um dos parâmetros para se avaliar a estabil idade da placa 

aterosclerótica é a quantif icação de colágeno. Não foi observada 

nenhuma diferença entre o grupo controle e infectado em relação à 

proporção de colágeno no interior da lesão (19,1 ± 4,4 e 18,6 ± 5,0 

% de colágeno / área de lesão, respectivamente, p=0,95, Figura  

21).  

A Figura 22 representa o aspecto histológico dos cortes 

corado com Tricômio de Gômori, específ ico para colágeno, que é 

detectado em verde. Percebe-se a similaridade entre o grupo 

controle (A) e o infectado (B). 

 

4.8.Avaliação da presença de L. major 

Com o propósito de investigar se o grande aumento do 

inf i ltrado inf lamatório e do tamanho da lesão relacionava-se com a 

possível presença de Leishmania  naquele local, a presença de 

DNA específ ico de L. major no baço, f ígado e tecido cardíaco (área 

próxima à válvula aórtica) foi pesquisada. Não foi detectada a 

presença do parasita no baço e no fígado por meio do PCR, no 

f inal do experimento. Entretanto, DNA de L. major foi encontrado 

no coração de 2 animais infectados, em um total de 3 animais. 

Como era esperado, nenhum parasita foi detectado nos 3 animais 

controles (Figura 23). 
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Figura 21 - Colágeno dos animais apoE - / -  controle e infectado com 
L. major .  

Resultados expressos como média da porcentagem de colágeno da área 
tota l  da lesão aterosc lerót ica dos animais controles  (n=5)  e infec tados (n=5)  
no f ina l do exper imento. L inhas ver t ica is representam erro padrão de cada 
grupo. 
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Figura 22 - Aspecto histológico do conteúdo colágeno dos 
animais apoE - / -  controles e infectados com L. major .  

A – Contro le. B – Leishmania .  O colágeno é corado em verde. Os cortes  
foram corados com Tr icômio de Gômor i.  Aumento de 100 X. 
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Figura 23 – Produtos de PCR obt idos de DNA de baço, coração e 
f ígado de animais animais apoE-/ -  controles e infectados com L. major .  

Últ ima l inha- contro le pos itvo, DNA extraído de pata infectada com L .  
major .  Ct-  animais apoE - / -  contro les. Leis-  animais apoE - / -  infectados com L .  
major .  
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5.DISCUSSÃO 

 

A inf lamação na aterosclerosce inicia-se como resposta à 

injúria do entodélio. A disfunção endotelial é o primeiro passo na 

formação da aterosclerose, e pode ser causada pela LDL elevada e 

modif icada, radicais l ivres gerados pelo cigarro, hipertensão, 

diabetes mellitus, alterações genéticas e a combinação destes ou 

outros fatores. A disfunção endotelial resultante da injúria leva a 

respostas compensatórias que tentam preservar a homeostase 

normal do endotél io. Dentre estas respostas, estão o aumento da 

permeabil idade do vaso; indução de citocinas e fatores de 

crescimento; estímulo à migração e proliferação de células 

musculares l isas, macrófagos e subtipos específ icos de células T. 

Todos estes fatores promovem o desenvolvimento da lesão. Além 

disto, mediadores da inf lamação, como TNF-α,  IL-1 e MCSF, 

aumentam a ligação da LDL ao endotélio, gerando mais células 

espumosas (Ross, 1999) 

Infecções estão sendo cada vez mais reconhecidas como 

fatores de risco para aterosclerose e suas manifestações clínicas 

(Epstein  et al., 1999; Leinonen & Saikku, 2002; Magen  et al., 

2005). A hipótese infecciosa está relacionada ao crucial papel da 

inf lamação na aterogênese e no desenvolvimento da placa 

aterosclerótica (Ross, 1999).  

Dentre os agentes infecciosos relacionados à aterosclerose, 

bactérias e vírus são amplamente discutidos na literatura, 

principalmente  Chlamydia pneumoniae  (Mussa  et al., 2006), 

Helicobacter pylori  (Franceschi et al., 2005) e citomegalovirus 

(Stassen  et al., 2006). Entretanto, há poucos estudos envolvendo a 

associação da formação da lesão aterosclerótica com protozoários. 

As infecções com Trypanossoma cruzi  ou por Toxoplasma gondii 

mostraram ser pró-aterogênicas, provavelmente devido ao aumento 

da resposta pró-inf lamatória (perf i l  Th1), induzida de forma 

sistêmica por estes dois parasitas (Portugal et al., 2004; 
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Sunnemark et al., 2000). Doenhoff et al. (2002) mostraram que a 

infecção com Schistosoma mansoni  reduz o tamanho da lesão 

aterosclerótica. Este helminto el icita uma resposta antiinf lamatória 

t ipo Th2, que é uma possível explicação para a diminuição da 

placa observada. 

A infecção com L. major em animais resistentes, como 

camundongos da linhagem C57BL/6, causa uma resposta pró-

inf lamatória (Th1) no local da lesão, com ativação de linfonodos 

próximos e, mais discretamente, do baço. Devido ao seu caráter 

restrit ivo ao local da infecção, torna-se dif íci l a detecção de 

citocinas características do perf i l Th1 no sangue de animais 

infectados com L. major. Considera-se, deste modo, a infecção por 

L. major uma doença não sistêmica. 

A associação entre infecções por protozoário que 

desencadeiam grandes respostas sistêmicas (como T. cruzi  e T. 

gondii) e aterosclerose é de fácil compreensão, uma vez que os 

componentes pró-inf lamatórios (quimiocinas, citocinas, etc.) podem 

atingir as artérias de médio e grande cal ibre. O aumento da 

inf lamação nas artérias promove a migração e ativação dos 

macrófagos na área da lesão ou, alternativamente, aumenta o 

estresse oxidativo sistêmico, levando à maior oxidação de 

lipoproteínas ou a alterações no endotélio. Porém, a l iteratura 

apresenta mostras que, mesmo infecções localizadas, como as 

odontológicas, também podem ser associadas à aterosclerose 

(Meurman  et al.,  2004). Assim, nosso trabalho teve o intuito de 

verif icar se uma infecção de caráter mais local e autolimitada seria 

suf iciente para acelerar o desenvolvimento da aterosclerose, como 

ocorre com infecções sistêmicas. Ao nosso conhecimento, este é o 

primeiro trabalho que estuda a relação da infecção por Leishmania 

major na aterogênese. 

Nossos resultados mostram que a infecção por L. major em 

animais apoE - / - apresenta a mesma evolução da infecção quando 

comparados com animais C57BL/6. Ou seja, ambas linhagens 

apresentaram aumento do tamanho da lesão na pata da 1ª a 5ª 
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semana, com diminuição do edema na 6ª semana. Dessa forma, 

assumimos que a resposta imunológica conhecida, envolvendo L. 

major e animais C57BL/6, tal como a resistência à infecção e o 

desenvolvimento da resposta Th1, pode ser extensiva a animais 

apoE - / -, de mesmo fundo genético. 

Em nosso trabalho, a infecção levou a uma discreta 

diminuição da ingestão alimentar nos animais infectados. Em 

conseqüência, foi provocada uma redução concomitante da oferta 

alimentar aos animais controles não infectados, com o intuito de 

manter os fatores alimentares (que podem relacionar-se com a 

aterogênese) similares entre os grupos. Embora esta redução 

discreta não tenha desencadeado mudanças estatísticas no peso 

corporal, ela sugere que, pelo menos em uma fase determinada, a 

infecção por L major tenha apresentado uma repercussão 

sistêmica suf iciente para induzir uma redução do apetite e da 

ingestão calórica. Além disso, é conhecido que componentes 

inf lamatórios como TNF-α estão ligados à redução da ingestão 

calórica e perda de peso (Coppack, 2001; Hube & Hauner, 1999). 

Assim, reconhecemos que embora discreta, a infecção por L major 

leva a uma repercussão sistêmica, que poderia inf luenciar no 

metabolismo l ipídico e na formação da aterosclerose. 

Infecção e inf lamação desencadeiam uma variedade de 

mudanças na concentração de proteínas, como proteína C reativa 

(CRP), proteína sérica amilóide (SAA) e albumina, conhecidas 

como resposta à fase aguda (APR). A síntese de proteínas desta 

fase é mediada por citocinas (TNF-α,  IL-1, IL-6 e IFN-γ) e tem 

como objetivo proteger o dano tecidual e facil itar mecanismos de 

reparo (Gabay & Kushner, 1999). As mudanças ocorridas no 

metabolismo l ipídico durante a APR, como aumento de colesterol e 

triglicerídeos e diminuição da HDL, auxil iam na redistr ibuição de 

nutrientes para as células que são importantes na defesa do 

hospedeiro (Khovidhunkit et al., 2004). Deste modo, em nosso 

trabalho, também observamos alterações no metabolismo lipídico 

em animais infectados com Leishmania major , embora o perf i l das 
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mudanças obtidas neste estudo seja diferente daquele relatado na 

APR. Dentre as modif icações observadas, houve um aumento no 

nível de colesterol total e das frações aterogênicas em 

camundongos infectados com L. major. Este aumento pode ser 

devido à necessidade de colesterol para o reparo e regeneração 

de membranas danif icadas durante a resolução da doença. Além 

disto, sabe-se que, durante a infecção, o colesterol total e em LDL 

estão aumentados em roedores e coelhos. Em humanos este 

aumento não é usualmente observado (Esteve  et al., 2005), 

embora Faucher et al. (2002) descrevam um aumento de colesterol 

total, HDL e LDL em pacientes portadores de malária. 

Especif icamente em relação à Leishmania , há apenas o relato de 

Nieto  et al.  (1992) que, estudando cães infectados com L. 

infantum, observaram aumento de colesterol total e LDL nestes 

animais. Os autores just if icam este aumento devido à disfunção 

hepática provocada pela doença e às interações entre o parasita e 

o colesterol do hospedeiro. 

No entanto, Sunnemark et al. (2000) e Portugal et al. (2004) 

observaram diminuição nos níveis de colesterol total em 

camundongos CBA/J infectados com T. cruzi  e apoE - / - infectados 

com T. gondii, respectivamente. Tais dados, contrários aos obtidos 

no atual trabalho, podem ser just if icados pelas diferenças nas 

infecções, visto que T. cruzi  e T. gondii causam infecção 

(sistêmica) mais grave que a causada por L major, em animais com 

fundo genético de C57BL/6. Infecções sistêmicas podem levar à 

redução signif icativa da ingestão alimentar, perda de peso e um 

direcionamento metabólico do aceti l CoA e acetoacetato para o 

fornecimento de energia, e não para a síntese de colesterol, 

reduzindo a síntese e aumentando a captação do colesterol 

sanguíneo. Adicionalmente, ocorrem diferenças na obtenção de 

colesterol entre T. gondii  e L. major,  sendo o primeiro incapaz de 

sintet izar seu próprio colesterol. Deste modo, é signif icativa a 

dependência do T. gondii em relação ao colesterol do hospedeiro, 

o que é ref letido na diminuição do colesterol sérico. Urbina  et al. 
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(2002) sugerem que a Leishmania  necessita de esteróides 

endógenos estritos (ergosterol e análogos) para a sobrevivência e 

crescimento, mas não pode util izar o abundante suprimento de 

colesterol,  presente no hospedeiro. Além disto, Ginger et al. (2000) 

relatam que L. mexicana  ut i l iza o aminoácido leucina como a 

principal fonte de carbono para a biossíntese de esteróide durante 

as duas fases do seu ciclo de vida, amastigota intracelular e 

promastigota extracelular. 

Nossos resultados demonstram que, pelo menos em animais 

apoE - / -, a infecção com L major interfere no metabolismo lipídico 

levando ao aumento tanto das frações aterogênicas como da 

fração protetora HDL. 

Em relação aos triglicerídeos, a infecção por L. major 

provocou redução nos seus níveis de hepático e sérico, o que pode 

ser devido à maior uti l ização de ácidos graxos pelo parasita. 

Estudos com L.  mexicana  demonstram que a taxa de captação e 

catabolismo de ácidos graxos não esterif icados foi 10 vezes maior 

em amastigotas, em relação a promastigotas, sugerindo que ácidos 

graxos são importante fonte de energia para amastigota (Hart & 

Coombs, 1982). Assim, a infecção pode ter causado uma redução 

de trigl icerídeos em remanescentes de lipoproteínas (abundantes 

em apoE - / -),  o que levaria à conversão mais rápida destas em LDL 

pequenas e densas que são mais aterogênicas que as LDL normais 

(Rizzo & Berneis, 2006). 

Em resumo, nossos resultados indicam que a infecção por L  

major provoca mudanças tanto no colesterol e triglicérides 

circulantes como no teor de l ipídeos no fígado. 

Nosso próximo procedimento foi averiguar se estas mudanças 

no perf i l l ipídico seriam suficientes para induzir um aumento da 

aterosclerose. Os resultados na raiz da aorta mostram que, 

interessantemente, a infecção provocada por L. major , apesar de 

localizada e autol imitada, mostrou-se capaz de aumentar em 64% 

o tamanho da placa aterosclerót ica em relação ao controle. Este 

aumento pode ser explicado de várias formas. 
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Em primeiro lugar, a hipercolesterolemia e o elevado nível de 

lipoproteínas aterogênicas são fatores de risco para a 

aterosclerose. Embora a hipertrigliceridemia possa também ser 

considerada um fator de risco, a redução de trigl icerídeos não foi 

suf iciente para diminuir a lesão ou, como citado anteriormente, 

pode ter causado a formação de LDL mais aterogênica. Além da 

hipercolesterolemia, a inf lamação, por si só, pode aumentar o 

estresse oxidativo e a injúria endotelial (Hansson, 2005), o que 

levaria à maior migração de monócitos e l infócitos para a área da 

lesão, culminando no aumento da aterogênese. Isso só ocorreria 

caso houvesse, mesmo que transitório, um quadro inf lamatório 

sistêmico induzido pela infeccção. Nossos resultados suportam 

este fato, uma vez que, além das alterações no perf i l sanguíneo e 

no metabolismo hepático de lipídeos, ocorreu um aumento 

signif icat ivo do inf i ltrado inf lamatório na raiz da aorta de 

camundongos infectados. Este aumento relaciona-se com o maior 

desenvolvimento das lesões ateroscleróticas. 

Várias l inhas de evidências demonstraram a importância da 

participação de células inf lamatórias na aterosclerose. Segundo 

estudos realizados por Dansky et al. (1997), Reardon  et al. (2003) 

e Reardon  et al.  (2001), camundongos apoE - / - cruzados com 

camundongos deficientes em células B e T (RAG - / -) apresentaram 

redução da lesão aterosclerótica inicial, quando comparados com 

seus controles imunocompetentes. Sabe-se também que a 

presença de l infócitos T CD4+ e macrófagos está relacionada com 

a progressão da doença. Igualmente, a produção de citocinas 

inf lamatórias por estas células irá acarretar a at ivação de fatores 

endoteliais ou trombóticos, importante no desenvolvimento da 

lesão. Nossos resultados estão de acordo com Portugal et 

al.(2004) que mostraram um maior desenvolvimento do ateroma, 

associado a um aumento de macrófagos, células T CD4+ e CD8+ 

em animais infectados com T. gondii.  
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Após a constatação da expressiva quantidade de células 

inf lamatórias, nosso objetivo foi tentar estabelecer se este fato foi 

devido à presença do parasita na área da lesão. 

Surpreendentemente a presença de L. major foi detectada, 

pela técnica de PCR, no tecido cardíaco próximo ao ateroma. 

Estudos anteriores relatam a detecção de DNA específ ico de L. 

major em linfonodos, baço, medula óssea e f ígado de animais 

C57BL/6, após 1 ano da infecção (Aebischer et al., 1993). 

Entretanto, não há relatos de presença do parasita no coração. 

Possivelmente a presença de L. major nas proximidades da lesão 

deve-se à migração de monócitos/macrófagos infectados. Como é 

bem estabelecido, a lesão aterosclerótica é um foco de inf lamação 

e assim, recruta, de forma inespecíf ica, macrófagos at ivados ou 

não, células T e SMC para a área da lesão. A conseqüente 

migração de macrófagos infectados at ivados para a área da lesão 

agrava a inf lamação, acelerando a formação de ateromas maiores 

e com características de placa mais avançada, como visto na 

histologia. Em nosso estudo, não foi verif icada a presença do 

parasita no baço ou no fígado, descartando a hipótese de 

visceralização, e evidenciando a especif icidade do recrutamento 

de macrófagos infectados para a área de lesão. 

Por outro lado, não foram encontradas diferenças na 

quantif icação da lesão aterosclerót ica na aorta abdominal e 

torácica entre animais controles e infectados. O fato se justif ica 

pelo desenvolvimento mais lento nesta região, em relação à 

válvula aórtica. A aorta torácica e abdominal possuem baixa força 

de cisalhamento e menor predisposição à aterogênese que a raiz 

da aorta (Teupser et al., 2003). Assim, diferenças na área de lesão 

aterosclerótica na aorta descendente e suas ramif icações apenas 

são vistas mais tardiamente em relação à válvula aórtica. 

O aumento do inf i ltrado inf lamatório na região da lesão 

aterosclerótica e, principalmente, a presença de IFN-γ e 

metaloproteinases, relacionam-se à instabil idade da placa, 

acarretando em redução da capa f ibrosa e conseqüente ruptura da 
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lesão com desenvolvimento de trombos (Scott, 2004). A deposição 

de colágeno na capa f ibrosa é fator de estabil idade da placa, 

melhorando o prognóstico da doença. Nossos resultados não 

demonstraram diferenças no conteúdo de colágeno entre animais 

infectados com L. major e controles. Resultado similar foi obt ido no 

trabalho envolvendo T. gondii,  onde houve aumento do inf i lt rado, 

mas sem diferença na quantif icação de colágeno (Portugal et al.,  

2004). Este fato pode ser devido ao estágio de desenvolvimento da 

lesão (entre estr ias gordurosas e lesões intermediárias), onde a 

formação da capa f ibrosa ainda é inicial, sendo assim, um estágio 

precoce para a detecção de mudanças em sua composição. 

Em conclusão, a infecção com L. major, mesmo sendo uma 

doença local e autolimitada em camundongos resistentes, provoca 

mudanças negativas no perf i l l ipídico e aceleração da aterogênese. 

Estes resultados são a conseqüência das alterações na resposta 

inf lamatória provocada pela infecção por Leishmania ,  e podem, 

ainda, ter sido est imulados pela própria presença do parasita ou 

macrófagos at ivados pelo parasita no tecido cardíaco. 
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6.PERSPECTIVAS 

 

1- Estudar, in vitro , a captação de lipoproteínas por 

macrófago peritoneal infectado com L. major; 

2- Analisar a expressão de receptores scavengers, moléculas 

de adesão e MCP-1; 

3- Caracterizar a placa pela imunohistoquímica do inf i l trado 

inf lamatório; 

4- Verif icar a presença de L. major  no baço, f ígado e coração 

por meio de PCR real t ime; 
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8.ANEXO 

 

8.1.Parecer do Comitê de ética em experimentação animal 

- CETEA 


