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RESUMO

A leishmaniose visceral causada pershmania infantum chagasi é caracterizada pela perda
da habilidade do hospedeiro gerar uma respostaoldgioa eficaz. Neste estudo, foi
investigado o papel da quimiocina CXCL10 no cometrdd infecgdo padr. infantum chagasi

in vivo. Grupos de camundongos BALB/c foram tratada ndo com CXCL10 (pg/kg) com

1, 3 e 7 dias de infeccdo e apés 1, 7 e 23 diagatl@mento, alguns parametros foram
avaliados: a carga parasitaria, os niveis de WFN-4, TGF$ e IL-10, e as alteracBes
histopatolégicas no figado. Apds 23 dias de tratdmeCXCL10 induziu, no baco, uma
reducdo expressiva no numero de parasitos, quamdpacado ao grupo controle. No figado,
a carga parasitaria mostrou uma queda no grupadtatentre o 7° e 23° dia ap6s o
tratamento. Entretanto, o efeito leishmanicida a&&CC10, neste trabalho, ndo parece ser
mediado por NO, uma vez que nao houve diferengaoducao de NO entre os grupos. IFN-
y foi induzida de maneira mais significativa no griupatado do que nos controles, e atingiu
sua producdo maxima (100 pg/mL) no 23° dia apdatarmento, correlacionando-se com a
queda da carga parasitaria nos orgaos-alvo. IL-prémluzida em baixas concentragfes, em
ambos os grupos, embora os animais tratados comLOX@&nham mostrado niveis mais
elevados do que os controles. Em relacdo as citecmtiinflamatorias, apos 23 dias do
tratamento, os niveis de IL-10 nos animais tratdd@sm menores do que os do controle. A
producdo de TGB-apods 7 dias do tratamento foi 2 vezes menor npogttatado quando
comparado ao controle, e ap0s 23 dias do tratamnesda citocina continuou com niveis mais
baixos do que aqueles observados no controle. Alsarhistopatoldgica do figado apos o 1°
dia do tratamento, foram encontrados, em ambosupog, mais granulomas imaturos (Gl),
do que infiltrados ndo granulomatosos (NG) e algpmscos granulomas maduros (GM)
apenas no grupo tratado. Apos 7 dias do tratamantpiantidade de infiltrados NG estava
menor e os Gl ainda foram os mais encontrados, s 0s grupos, além disso, foi
observado um pequeno aumento de GM no grupo traEadaesumo, diante dos resultados
encontrados, € possivel sugerir um importante pdgisehmanicida de CXCL10 em
camundongos BALB/c infectados pbrinfantum chagasi, que parece ser mediado por uma
expressiva producéo de IRNe supresséo das citocinas imunorreguladoras, l1&-IG ™~
abrindo a hipotese se isto ndo estaria associaseaadiminuicdo na frequéncia de cé

regulatorias, induzida por CXCL10, nesses animais.

Palavras-chave L. infantum chagasi, CXCL10, IFNy, IL-4, IL-10, TGF$, granuloma.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis caused Ibgishmania infantum chagasi is characterized by the loss of
the ability of host to generate an effective immuesponse. In this study it was investigated
the role of CXCL10 chemokine in controlling infantum chagas infection in vivo. Groups
of BALB/c mice were treated or not with recombin@XCL10 chemokine (g/kg) with 1,

3 and 7 days of infection and after 1, 7 and 23sdafytreatment, some parameters were
evaluated: parasite load, levels of IFNH.-4, TGF{$} and IL-10, and the histopathological
alterations in the liver. After 23 days of treatfje@XCL10 induced in the spleen a
significant reduction on the number of parasitec@spared to control group. In the liver,
parasite load decreased in treated group between7tin and 23th day post treatment.
However, the antileishmanial effect of CXCL10, mstwork, does not seem to be mediated
by NO, since there was no difference in the NO potidn among the group$-N-y was
induced most significantly in treated group thanciontrols, and reached its maximum
production (100 pg/mL) on day 23 after treatmentralating with the reduction in parasite
burden in target organs. IL-4 was produced in lasea$, in both groups, although treated
animals had shown higher levels than control groRggarding to anti-inflammatory
cytokines, after the 23th day of treatment, IL-&@els in treated animals were smaller than in
control group. Production of TGF-after 7 days of treatment was 2 times lower iated
group when compared to control, and after the 23 of treatment, this cytokine remained
with lower levels than those observed in contnoltHe histopathological analysis of the liver
after the 1st day of treatment, were found in bgitbups more immature granulomas (Gl)
than non-granulomatous infiltrate (NG), and some feature granulomas (GM) were only
observed in treated group. After 7 days of treatotbie amount of NG infiltrates was lower,
and Gl were still the most frequent in both groupssides a slight increase of GM was
observed in treated group. In summary, at the lmfhthe found results, it is possible to
suggest an important leishmanicidal role to CXCili8ALB/c mice infected by.. infantum
chagasi, which seems to be mediated by a significant iFptoduction, and suppression of
immunoregulatory cytokines, IL-10 and T@F-opening the hypothesis that this would be
associated to a decrease in the frequency of eguld cells induced by CXCL10 in these

animals.

Keywords: L. infantum chagasi, CXCL10, IFNy, IL-4, IL-10, TGF$, granuloma.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose visceral

1.1.1 Aspectos epidemiolégicos

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)jsslanioses encontram-se
amplamente distribuidas pelo mundo, principalmemteregides tropicais e subtropicais do
Oriente Médio, Sul da Asia, Africa e América Latide leishmanioses podem apresentar-se
com comprometimento da pele, mucosas ou visceaasadas por protozoarios do género
Leishmania que acometem cerca de 12 milhdes de individuoseagam outros 350 milhdes
em 98 paises, fazendo surgir cerca de 2 milhdesasies a cada ano (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010).

Dentre as leishmanioses, a forma mais grave écarais que quando nao tratada
pode evoluir para 6bito em mais de 90% dos casiBn&-se que, em todo o mundo, ocorrem
500.000 novos casos de Leishmaniose Visceral (I\jaknente, sendo que 90% desses
casos sdo provenientes de Bangladesh, Brasil, iNgjpal e Suddo. Vale salientar que 90%
dos casos registrados na América Latina ocorreférasil. A doenca € endémica no Brasil e
apresenta surtos frequentes, sendo consideradeaddegimportancia para a Saude Publica
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Conforme dados fornecidos pelo Ministério da SaBd€583 casos de LV foram
registrados durante o periodo entre 2003 e 200%josa regido Nordeste a de maior
prevaléncia com 47,5% dos casos confirmados. Erapte observar também que, através da
analise desses dados, o Ceara foi o estado ondeonwreram notificacdes de LV em 2009
(17,03%), sendo mais frequente em individuos dm seasculino (63,9%) e em criancas
menores de 10 anos (48,9%) (MINISTERIO DA SAUDE]LP0

Os vetores da LV séo insetos denominados fleboewsie dependendo da regido
que se encontram, sdo conhecidos popularmente ocoosquito palha, tatuquira, birigui,
entre outros. Duas espécies de flebotomineos dergémnitzomyia relacionam-se com a
transmissdo da LV no paisu. longipalpis e Lu. cruzi. A espécid.u. longipalpis € encontrada
nas cinco regides do Brasil, adapta-se facilmentpesidomicilio e a variadas temperaturas,
sendo considerada a principal transmissora da fofisweral no pais (MINISTERIO DA

SAUDE, 2011), enquanto a espétia. cruzi parece ter uma contribuicio menor, sendo
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identificada até agora somente nos Estados do Miaisso e Mato Grosso do Sul (SANTOS
et al, 1998; DE PITA-PEREIRA al, 2008; MISSAWAet al., 2011).

Em busca de melhores condicbes de vida, ocorreu ammala migracdo de
pessoas da zona rural para a periferia das grandades, promovendo a urbanizacdo da
doenca (DESJEUX, 2001). Nessas comunidades naahd&gmento algum, as areas verdes
foram amplamente destruidas, as condi¢cdes sagitsdi@ precarias, 0s animais sao criados
sem nenhuma infraestrutura em meio aos moradormgse gera um excelente habitat para o
vetorLu. longipalpis (BORGESet al, 2009).

Estudos publicados em 2009 mostraram que a doeaga wbanizando-se
rapidamente em Fortaleza. Dos 1.636 casos confasnantre 2001 e 2006, a capital cearense
foi responsavel por 60% deles (ALBUQUERQUE al, 2009). O mesmo fenémeno da
urbanizacdo da LV com aumento da pobreza e dasn@asssondicdes de vida tem sido
observado em outras capitais do Nordeste, como L8#& Teresina, Natal e Salvador
(COSTA, 2008).

Casos de LV associados a infeccdo pelo Virus dandaeficiéncia Humana
(HIV) foram relatados em 35 paises, inclusive nasBr (CHAPPUISet al, 2007). A
leishmaniose é considerada uma infeccado oportuerstandividuos imunocomprometidos,
pois se instala ou se exacerba facilmente no itdoviHIV positivo, acelerando o curso
clinico da infeccdo e prejudicando a resposta atartrento (PAREDESt al, 2003). A
ruralizacdo do HIV/AIDS e a urbanizacao da LV téranpovido um aumento na incidéncia
desta co-infecgao (ALVES; BEVILACQUA, 204

1.1.2 Agente etiologico e aspectos clinicos

A atual classificacdo taxondmica proposta por ADLlcaaboradores (2005),
através de estudos ultraestruturais e moleculeoésca 0s protozoarios parasitas causadores
das leishmanioses no supergrupo Excavata, taxotemampa, familia Trypanosomatidae e
géneroLeishmania. Esses parasitos tém um ciclo de vida heteroxgoimmrendo sob duas
formas evolutivas: a forma extracelular, denomingdamastigota, encontrada no trato
digestivo dos vetores flebotomineos (LAINSON; RYAISHAW, 1987); e a forma
amastigota, encontrada parasitando células dorsstagocitico mononuclear (SFM) dos
hospedeiros mamiferos (CHAPP Wi, 2007).
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L. donovani e L. infantum sdo as espécies causadoras da LV no Velho Mundo, e
L. chagas nas Américas (PISCOPO; MALLIA, 2006). Apesar d#dsréncas no nome e na
origem geografica dé. infantum e L. chagasi, estudos recentes envolvendo diferentes
marcadores moleculares sugerem que a diversiddde anespécies é restrita, 0 que impede
sua distingdo (MAURICIGt al, 2000).

O curso clinico da doenca pode depender tantotdesfarelacionados a natureza
da resposta imunologica e da genética do hospediirgeu estado nutricional e da baixa
idade, como também da espécie Laisshmania, da quantidade de parasitos inoculada, da
infectividade e patogenicidade do parasito (BADARQOal, 1986; PEARSON; SOUZA,
1996; MURRAY et al, 2005).

Na LV, o tempo de incubacéo do protozoario costuarar de 3 a 8 meses, mas
pode durar apenas 10 dias em alguns casos, ousaratdender por um periodo muito longo,
de 34 meses em outros casos. A doenca também dendiagnosticada em pessoas que se
tornam imunocomprometidas anos apos terem se mutkadoeas endémicas (PEARSON,;
SOUZA, 1996). A forma assintomatica da LV é canazéela por sorologia positiva para
Leishmania e exame fisico normal. O aparecimento dos sintaypeslmente é gradual, mas
podem se manifestar abruptamente, levando a unedtesffatal em poucas semanas. Os
sintomas classicos sao febre irregular e mal-egiengda de peso progressiva, caquexia,
hepatoesplenomegalia, anemia e pancitopenia, podewar a morte dentro de 2 a 3 anos, se
nao houver tratamento (FERREIR#£al, 2008).

As manifestagfes clinicas da LV séo divididas e&ms periodos: periodo inicial,
periodo de estado e periodo final. O primeiro ddimmbém conhecido como fase aguda,
representa o inicio da sintomatologia que, mesnuemado variar de paciente para paciente,
na maioria das vezes corresponde a sintomas copaidesplenomegalia, palidez cutaneo-
mucosa e febre com duracdo de no maximo quatrorsen{BRASIL/MS, 2006). Em regides
endémicas, € possivel encontrarmos a forma da dammpminada oligossintomatica, nesse
caso, a infeccdo frequentemente evolui para adiniga aparente dentro de no maximo 15
dias. O paciente oligossintomatico, geralmentenceaapresenta um quadro clinico discreto
com presenca de febre baixa, diarréia, leve paladg@neo-mucosa, tosse ndo produtiva e
discreta hepatoesplenomegalia (EVA&SI, 1992).

O periodo de estado da doenca caracteriza-se pog feegular, geralmente
associada a emagrecimento progressivo, palidez nen#iducosa e aumento da

hepatoesplenomegalia. O quadro clinico é arrastapimssegue por mais de dois meses de
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evolucdo, o que compromete bastante o estado deraldividuo. Caso ndo seja feito o
diagndstico e tratamento, a doenca evolui prograssnte para o terceiro e ultimo estagio, o
periodo final. Nesse momento, o0 paciente apresdelbme continua, além de um
comprometimento mais intenso do estado geral.liastaa desnutricdo (cabelos quebradicos,
cilios alongados e pele seca), ha edema dos menmifiexores, podendo evoluir para
anasarca. Outras manifestacdes importantes inchemorragias (epistaxe, gengivorragia e
petéquias), ictericia e ascite. Individuos na@ttas podem apresentar com o tempo caquexia
e maior susceptibilidade a infecgdes bacterianagdolea imunossupressdo (NYLEN;
SACKS, 2007). O Obito geralmente é determinado pdeccdes bacterianas e/ou
sangramentos (BRASIL/MS, 2006).

1.1.3 Aspectos imunopatoldgicos no modelo experimental muoo

Em camundongos BALB/c, mutagcbes no gene Slcllalsacaua sua
susceptibilidade ao protozoariceishmania no inicio da infeccdo. O fenbmeno altera a
capacidade do gene de codificar uma importante bamamsportadora de prétons, que fica
também localizada no vacuolo parasitéforo de magas teciduais e tem como funcgéo levar
fons para o citosol. O defeito dessa bomba fazaueero vactolo que antes era pobre efii Fe
passe a ficar repleto desse fon. & Beum cofator indispensavel para a producdo da enzim
superoxido dismutase (SOD), deixando o vacuolostafaro menos hostil para o parasito, e
desta forma, permitindo a sobrevivéncia e multggéo do parasito (HUYNH; ANDREWS,
2008).

Na LV observa-se que o parasito tem tropismo graioiente pela medula 6ssea,
figado e baco (LANG; LECOEUR; PRINA, 2009). A doariem caracteristicas diferentes no
figado e baco, os dois principais Orgaos-alvo. Nwgob a doenca caracteriza-se pela
persisténcia, chegando a atingir um estagio crés&mao tratada, enquanto no figado, a
infeccdo pode ser controlada ainda no inicio, castgrior imunidade para re-infecges
(ENGWERDA; KAYE, 2000; STANLEY; ENGWERDA, 2007). Ndigado, a LV
caracteriza-se por duas fases conhecidas comalirecitardia. A fase inicial, também
chamada de aguda, come¢a com a chegaddedhmania ao figado e consequente
persisténcia do parasito durante as duas prims@asnas apos a infeccdo. E nesse periodo
que a forma amastigota do parasito infecta as alde Kupffer, ocorrendo um rapido

aumento da carga parasitaria dentro destas cétulasp acontece porque ha baixos niveis de
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citocinas e de células T que sé&o insuficientes parder a multiplicacdo das amastigotas
(NIETO et al, 2011).

Ha trabalhos mostrando que em camundongos BALBicuonulo de CXCL10,
uma quimiocina conhecida como recrutadora e atigade linfocitos Thl, é progressivo
durante os primeiros 14 dias da infec¢do, poréméngidficiente, uma vez que essa expressao
no inicio da doenca é independente de células rfargo, incapaz de desencadear uma forte
resposta inflamatéria granulomatosa (COTTERELL; BMERDA; KAYE, 1999).

A fase da doenca no figado € considerada tardia apéegunda semana de
infeccdo. E nesse momento que a resposta imunaldgicia uma etapa determinante,
caracterizada pela chegada ao figado de linfoGitasvados na bainha linféide periarteriolar
do baco (PALS) (ENGWERDA; KAYE, 2000; ENGWERDA; ATBAYE, 2004; KAYE et
al, 2004). Uma vez no figado, ocorre interacdo dessfisas T ativadas com células
dendriticas e macréfagos infectados, mas somentelatas dendriticas sdo capazes de
produzir interleucina doze (IL-12), ativando cétult CD4 antigeno especificas (SOONG,
2008). Sédo as células dendriticas, num mecanisvavemdo receptotoll-like (TLR) e IL-

12, as responsaveis pela ativagédo de céhalasal killer (NK), gerando citotoxicidade contra
o parasito e liberacdo de IFNSCHLEICHEREet al, 2007).

Andlises histopatoldgicas do figado de camundoByfdsB/c desafiados conh.
donovani mostraram a formagé&o de uma estrutura capaz dercdmfeccdo, denominada de
granuloma. Essa estrutura comeca a ser formadeéatia acdo de células mononucleares de
defesa, que cercam gradualmente as células dedfygafasitadas, formando uma espécie de
manta de contensdo em torno delas. As primeirataséh aparecerem ao redor das células de
Kupffer sdo granulécitos e mondcitos, sendo pobksdentificar neutréfilos e eosinofilos
nessa etapa inicial. A chegada dos linfocitos T C®A CD8 ¢ iniciada aps 14 dias da
inoculazdo de Leishmania, porém somente depois da quarta semana & queutuestesta
completamente formada. Nesse momento, a respostoiégica no figado é capaz de
induzir uma eficiente e progressiva reducdo na tipleste de amastigotas no interior das
células de Kupffer, o0 que comeca a ser visualizamo o0 surgimento cada vez maior de
granulomas estéreis. Até o final da doenca, célll&D8 irdo predominar, sendo possivel
identificar ainda, embora em pequena quantidageesenca de linfocitos B (Mc ELRATH,;
MURRAY; COHN,1988; MURRAY, 2001) (Fig. 1).
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Figura 1. Visdo esquematica da resposta imunolégigao figado de camundongos BALB/c apés infecgao
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(A) Durante a fase aguda hepatica (até 2 semaidasaapfeccdo), amastigotasld@shmania multiplicam-se na
auséncia de IL-12 e de células T ativadas, conséguente, o nimero de parasitos no figado atinggiom

(B) Duas semanas apds a infecgdo, os linfocitosvadns do bago migram para o figado, iniciandesposta
imunoldgica hepatica. A interagdo das células Wadas com células de Kupffer infectadas e céluamsldticas
desencadeia uma resposta pré-inflamatéria Thl conmafgdo de granulomas, resultando na resolucdo da
infeccdo no figado (NIET@t al, 2011).

Para Stager e colaboradores (2003), a respostalgmaatosa € constituida pelas
seguintes etapas: (i) célula de Kupffer infectagla sissociacdo com infiltrado celular, (ii)
granuloma imaturo, em que a célula de Kupffer estélvida por um pequeno namero de
células inflamatdrias e linfocitos, mas sem orgagéo, (ii) granuloma maduro, onde a
estrutura € bem organizada; e (iv) granuloma éstsirutura livre de amastigotas, como
resultado de um processo de imunidade contra ciparA resisténcia hepatica é efetivada a
medida que mais granulomas maduros vao sendo fosnkdsas estruturas sao eficientes na
destruicdo dos invasores, fazendo com que o numieles dentro do granuloma esteja

proximo a zero na oitava semana de infeccéo (NIETD 2011).
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Apés a infeccdo dd.. infantum pela via intraperitoneal, em camundongos
BALB/c, as promastigotas caem na circulacdo saeguénchegam ao baco através da artéria
esplénica, sendo rapidamente removidas da ciraulpg@d macrofagos da zona marginal.
Estima-se que mais de 95% Mdeinfantum, administrada via intravenosa, € fagocitada por
esses macréfagos, sendo que mais de 50% do inddtikl € morto nas primeiras 24 horas
(ENGWERDA; KAYE, 2000). As células dendriticas dana marginal adquirem antigenos
de Leishmania tanto pela fagocitose de macréfagos infectados,ocmmbém de antigenos
remanescentes, mas somente em raros casos podefectadas (MEBIUS; KRAAL, 2005).

Ainda na fase aguda, é iniciada no baco a migrat#acélulas dendriticas
parasitadas da zona marginal para dentro da zone€ldéas T, onde ha uma rapida e
transitoria explosdo na secrecdo de IL-12. Essa@deproducdo da citocina acontece nas
primeiras 5 horas poés-infeccdo e diminui logo depdbserva-se alta afinidade dos
receptores de IL-2 nas células T CDwesse momento. IL-12 € a citocina responsavel pela
importante ativacdo de células NK, T CAT CD8 (ENGWERDA,; ATO; KAYE, 2004).

No entanto, apesar da ativagdo, ocorre uma falhees@osta imunoldgica no
baco, permitindo que a infeccdo atinja um estagémico. Tém sido consideradas duas
hipoteses para explicar porque as células T e NKcnaseguem ativar de forma eficiente os
macrofagos da zona marginal: a primeira delas éapmo a bainha linféide periarteriolar do
baco, onde estdo células T e NK ativadas, é satpeg@atomicamente da zona marginal, 0s
macrofagos falhariam na producdo de quimiocinaszegp de trazer essas células efetoras
para sua vizinhanca; e a segunda hipotese € cae @dtlas infectadas seriam incapazes de
ativar mecanismos microbicidas intrinsecos, comforenacdo de derivados reativos do
oxigénio (ROI) e do nitrogénio (NO) apos estimuty [FN-y, ou ainda, seriam capazes de
inativar células T e outros macréfagos atravésatlerds solUveis supressores como TPGF-
além de diminuir a expresséo de CD80 e MHC Il (ENERDA, KAYE, 2000) (Fig. 2).
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Figura 2. Falha na ativacdo dos macréfagos da Zordarginal .
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iEmamgotas)
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(1) Falha de macréfagos da ZM em produzir quimiasinapazes de recrutar células efetoras da vigiahan
(2) Falha na ativagdo de mecanismos microbicidasdlalas infectadas (ENGWERDA; KAYE, 2000).

A principal caracteristica da fase cronica no b&agomudanca da sua arquitetura.
Para que ela ocorra, o 6rgao sofre alteracdes ma marginal, na funcdo das células do
estroma e na migracéo de células dendriticas (ENBWMVE ATO; KAYE, 2004). No estado
normal, os baixos niveis de TNFpermitem que o tecido linféide permaneca altamente
organizado, porém na presenc¢aLeéshmania, esta citocina passa a ser produzida em grande
quantidade, desencadeando alteracdo na estruturzort marginal e perda dos seus
macrofagos, 0 que gera consequéncias graves mgdréle linfocitos para a polpa branca
(ENGWERDA et al, 2002). Na bainha linféide periarteriolar do bd@ALS), células do
estroma gp38 positivas e do endotélio da artedefdral sdo as responsaveis pela producdo
das quimiocinas CCL19 e CCL21. Sdo essas quimigonmastitutivas que promovem o
recrutamento para a regido do PALS de células gens e células dendriticas portadoras do
receptor de quimiocina CCR7 expresso em sua sajerfilo mesmo momento em que a
grande producdo de TNEpromove a perda de macrofagos marginais, ocoseuilgio do
estroma, perda da matriz reticular e queda na gémddessas quimiocinas (ATeDal, 2002).
Nesse momento, a citocina IL-10, regulada positamm pelo excesso de TNkE-atinge

rapidamente altos niveis. Isso diminui a expres®aeceptor CCR7 na superficie das células
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dendriticas, comprometendo também a migracdo desdales para o PALS (ATGt al,
2002) (Fig. 3).

Figura 3. Mudancas na arquitetura do baco durante anfecgéo cronica
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(a) A estrutura do baco permanece normal durafdeeaaguda da infeccdo. A Zona Margindafginal Zone —
MZ) compreende duas populagdes distintas de mayosfdi) os Macrofagos da Zona Marginslafginal Zone
Machophages — MZM) no limite externo; e (ii) os Macréfagos Metéliwos Marginais fMarginal Metallophilic
Macrophages — MMM) nas proximidades da Bainha linféide Peri-Artdar (Peri-Arteriolar Lymphoid Sheath —
PALS), composta por células do estroma gp3®lulas T e pela Arteriola Central (Central Adkr) do
endotélio. Os MMM sao ricas fontes das quimiocicasstitutivas CCL19 e CCL21, que atraem Células
dendriticas CCR7(CCR7 DCs) e células T da MZ para dentro da PALS. (mu&bra da arquitetura do baco
ocorre na fase cronica. A producdo excessiva de, Phfvavelmente de macrofagos nao residentesv@ de
destruicdo do estroma gp3®erda da matriz reticular e (i) queda da exgieste CCL19 e CCL21. Os altos
niveis de TNF produzidos também regulam positivamea producdo de IL-10. Esta citocina regula
negativamente a expressao de CCR7 em células tleaslrinibindo a sua habilidade para migrar par@ALS
(iv). As setas indicam as fontes e alvos de TNE£J (ENGWERDA, ATO, KAYE, 2004).

1.2Quimiocinas e seus receptores

As guimiocinas sdo pequenas proteinas quimiotafRas17 kDa) que recrutam
distintos subtipos de leucocitos em condicdesligioas e patologicas (ROSSI; ZLOTNIK,
2000; ROT; VON ANDRIAN, 2004). A producdo dessastpinas € estimulada por uma

variedade de agentes como lipopolissacarideos (M8}, bactérias, patdbgenos e algumas
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citocinas como IL-4, IL-13, IL-1 e IFN:- As quimiocinas sdo secretadas por células
epiteliais, endoteliais e leucdcitos, dentre outipes celulares (ROT; VON ANDRIAN,
2004; MOSERet al, 2004). As quimiocinas desempenham papéis impedana resposta
inflamatodria por desencadear a ativacdo de intagridurante a adesdo das células ao
endotélio, induzir o recrutamento de linfécitosigaho-especifico para os tecidos periféricos
e liberar enzimas de estoques celulares (SPRINGER]).

Essas proteinas séo classificadas em familias case mo numero e na
localizacdo dos residuos de cisteina amino tersminAs duas maiores familias de
guimiocinas sdo as CXC e as CC. As quimiocinasaddlia CC possuem duas cisteinas em
posicdes adjacentes, sdo proinflamatodrias, indozitpicamente inflamacdes cronicas e
alérgicas, enquanto as da familia CXC possuem erestiutura dois residuos de cisteina
separados por um aminoacido, apresentam caraicE&sigtroinflamatdrias em sua maioria,
além de quimiotaxia dependente dos receptores agjligam (RITTER; KORNER, 2002).

As quimiocinas CXC sao divididas ainda em dois sujpgs, dependendo da
presenca ou auséncia do segmento formado por ghitiimico, leucina e arginina (ELR),
que fica proximo ao dominio amino terminal. O suipgr CXC ELR+ é aquele em que o
segmento estd presente, sendo representado, pamplexepelas quimiocinas CXCL1 e
CXCL8, enquanto o subgrupo CXC ELR- ndo possui gm&nto e é neste subgrupo que
estdo agrupadas as quimiocinas CXCL9, CXCL10 e CMOIMANTOVANI; BONECCHI;
LOCATI, 2006). As outras duas familias de quimiasirsdo C, que possui uma cisteina
apenas, e CX3C, que possui duas cisteinas sepgrada®s aminoacidos. A familia C é
representada pela linfotactina, quimiotatica perfédtitos T e células dendriticas, e a familia
CX3C é representada pela fractalcina, quimiotgdara linfocitos T (BAGGIOLINI, 2001).

As acdes das quimiocinas sdo especificas para grdpocélulas particulares.
Membros da classe CXC agem principalmente em &lplalimorfonucleares (PMN),
engquanto membros da classe CC agem em um grupo deaaglulas, incluindo mondcitos,
basdfilos, eosindfilos e linfocitos, mas ndo em PWWNTTER; KORNER, 2002). As ligacdes
sulfeto, que participam da estabilizacdo da estutia molécula em todas as familias de
guimiocinas, sao fornecidas por residuos de cesefonservados (SAUNDERS; TARBY,
1999).

Os receptores de quimiocinas pertencem a supeidamdds receptores de
sinalizacao intracelular acoplados a proteina @Gndoos por cerca de 350 aminoacidos,

compostos por um curto dominio NH2-terminal, setemihios o- helicoidais
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transmembranares, sendo trés algas na porcaoeiuieac mais trés na porcdo extracelular,
somados a um dominio carboxi (COOH) terminal irghdlar (MURDOCH; FINN, 2000). A
interacdo entre a quimiocina e seu receptor € teaizada pela possibilidade de cada
guimiocina poder se ligar a varios receptores e gadeptor se ligar a varias quimiocinas
(TEIXEIRA et al, 2006).

Séo descritos 21 tipos de receptores de quimiaciAasquatro familias de
receptores de quimiocinas sdo: CXCR, CCR, XCR e @X30s receptores CXCR1 e
CXCR2, agrupados na familia CXCR e expressos emaséePMN, estdo envolvidos na
inflamag&o aguda, enquanto CXCR3, expresso enclto&T ativados, mondcitos e células
NK, esta envolvido na inflamacéo crbnica. Proteimaltizidas por IFNr como CXCL10,
conhecida anteriormente como IP-10 (Proteina 1Qzind por IFNy), CXCL9 e CXCL11,
ligam-se a CXCR3, induzindo tipicamente este tipanflamacéo (THELEN, 2001).

Os estudos utilizando animais deficientes de quimas e/ou de seus receptores
vém se tornando uma importante ferramenta para@ete papel de varias quimiocinas na
leishmaniose. Entre eles, os estudos de SATO ebaw@ldores (1999) mostraram que
camundongos deficientes de CCR2, CCR5 ou CCL3,ctmfi®es comL. donovani,
apresentaram uma baixa producdo de yrilirante a fase inicial da infecgéo, entretanto,
durante a fase cronica da doencga, as concentrdedfsNy aumentaram nos camundongos
deficientes de CCR5 e CCL3, e 0 aumento destaic#@e correlacionou com a diminuicao
da carga parasitaria. Os autores sugerem que COER25 e CCL3 tém um papel importante
na geracao de IFM-por células T. Os dados também indicam que CClo3 eeceptores
CCR2 e CCR5 participam da defesa do hospedeiroadondonovani. Adicionalmente, outro
estudo mostrou que a auséncia do receptor CCR2 aanuntongos infectados coim
donovani estava associada com uma migracdo diminuida déaséie Langerhans para o
linfonodo, resultando em uma deficiéncia de céldeasndriticas CD&+ e deficiéncia na
sensibilizacao de linfocitos Thl (SATéDal., 2000).

Receptores da familia CCR sao divididos em 9 sobtifCCR1-9), estdo
envolvidos essencialmente na inflamacédo (CCR1,8)3¢é na regulacdo do transito celular
(CCR4,6,7,9), enquanto os da familia CX3CR atuamaneoragem dos leucdcitos ao
endotélio. Os pertencentes a familia XCR participam recrutamento de células T
(MURDOCH; FINN, 2000).
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1.2.1 A quimiocina CXCL10

CXCL10 é uma quimiocina do grupo CXC secretada cpaimente por
monaocitos, fibroblastos e células endoteliais emspasta a diferentes estimulos, como
infeccéo viral, LPS e IL-1 (DUFOUR al, 2002; LEE; LEE; SONG, 2009). Ao contrario de
outras quimiocinas do grupo CXC que induzem a m#pade neutrofilos, CXCL10 estimula
a quimiotaxia direcional de células T e mondcit@apsitios de inflamacéo, além de
potencializar a ades&o de células T ao endotéAtBret al, 1993). E um potente inibidor da
angiogénese in vivo (ANGIOLILLG al, 1995) e da formacédo de colbnias de progenitores
hematopoiéticos (SARRI& al, 1993), mobiliza célcio intracelular em células ,N#ém de
promover a quimiotaxia dessas células (MAGHAZA@H4, 1997).

Acredita-se que sua producéo seja induzida pritmigrate por IFNy, visto que
camundongosknockout para o gene dessa citocina nao expressam RNAmM Xd&l 1D
(AMICHAY et al, 1996). A ligacdo ao receptor CXCR3 é de altaiddite (CHENEet al,
2004), e varios tipos de células tais como célul&D4" e T CD8 ativadas e de memoaria,
células NK, algumas populacdes de células denalsitcmacrofagos ativados expressam esse
receptor (MOHANEet al, 2005; RITTER; MOLL, 2000; VESTER al, 1999). Na auséncia de
CXCR3, camundongos C57BL/6 infectados cammajor sdo capazes de montar uma
resposta Thl eficiente, mas falham em controlafexr¢do, apresentando uma diminui¢do na
producao de IFN-(ROSASet al, 2005).

Alguns trabalhos mostraram que a inje¢do de CXCGirhi@amundongos BALB/c
infectados conl. major tem promovido um forte recrutamento e ativacdacélelas NK
(VESTER et al, 1999; MULLERet al, 2001). Outro estudo demonstrou que o tamanho da
lesdo e a carga parasitaria podem diminuir em cdongos BALB/c infectados corh.
amazonensis e tratados com essa quimiocina, e isso & mediaddRdby, IL-12 e NO
(VASQUEZ; SOONG, 2006). Outros estudos tém mostrque® CXCL10 também atua na
resposta protetora contta donovani, induzindo uma resposta celular tipo Thl, por ntgio
regulacdo da via de mediadores inflamatérios, cdi® e citocinas proinflamatorias
(GUPTAEet al, 2009).

N&do é somente nas leishmanioses que as acOes mhamaiuas vém sendo
estudadas, ha relatos na literatura de trabalhalgaado também o papel das quimiocinas em

infeccbes causadas por outros protozoarios. Narimatérebral, CXCL10 liga-se ao seu
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receptor na superficie de células T CD&crutando-as, e esse fato € imprescindivel para o
desenvolvimento da doenca (CAMPANELIefal, 2008).

Estudos realizados com pacientes co-infectados Hme Cryptosporidium sp.
mostraram que, apesar de células epiteliais progluzia quimiocina, sua presenca no
intestino ndo ajuda no combate ao parasito. Isso@porque o virus diminui a populacao de
células T CD4, impedindo que CXCL10 atraia os linfécitos parsitio da infeccdo (WANG
et al, 2007). Na toxoplasmose ocular cronica, CXCL10 age maneira determinante,
induzindo uma resposta mediada por células T qué&rala de forma eficiente a acédo do
protozoario. Estudos mostram que pacientes podadde doencas autoimunes, como
esclerose mudltipla, que fizeram uso de bloqueadodes quimiocina tiveram o
comprometimento dessa resposta celular. Nesseenpagi houve desenvolvimento de
toxoplasmose ocular crénica apos o bloqueio de CIXQZECCAEet al, 2009).

Até o momento, ndo ha nenhum trabalho mostrandeitm elas quimiocinas na
leishmaniose visceral causada pornfantum chagasi. A maioria dos estudos envolvendo
guimiocinas e leishmaniose, feitos em modelo murtean utilizadoL. major (que causa
leishmaniose cutadnea no Velho Mundd), donovani ou L. infantum (causadoras de
leishmaniose visceral no Velho Mundd), braziliensis e L. amazonensis (Que causam
leishmaniose cutanea no Novo Mundo) (TEIXEIRA et2006; OGHUMUet al., 2010).

Coletivamente, os trabalhos publicados até agogersm que as quimiocinas
desempenham importantes papéis na infeccabgigmmania, incluindo funcdes de defesa do
hospedeiro, tais como recrutamento de leucdcitoatieacdo celular, participacdo na
imunidade mediada por células e atividade leishomdani indicando que essas proteinas
podem ser relevantes para o controle e/ou progregs&loenca (TEIXEIRA et al., 2006;
OGHUMU et al., 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

Até o momento ndo ha vacina eficaz contra as lesimses, mas ha drogas
disponiveis para tratar de maneira eficiente ektascas, e entre as mais comumente usadas
estdo os antimoniais pentavalentes, anfotericinpeBtamidina e recentemente, miltefosina.
Entretanto, todas estas drogas estdo associadampaecimento de cepas resistentes,
significante toxicidade, e, além disso, apresentam curso de tratamento muito longo
(CROFT et al., 2006; SANTOS et al., 2008). Novadamentos contra as leishmanioses ou
estratégias para melhorar a seguranca e eficacea diagas correntes continuam
extremamente necessarias. As quimiocinas tém ndostra envolvimento direto no processo
da doenca, uma vez que ocorre rapida mudanca massfp dessas moléculas durante a
infeccd@o poiLeishmania (TEIXEIRA et al., 2006). Além disso, no inicio oidec¢do hepética
por L. donovani, varias quimiocinas séo secretadas, tais como CCCR2 e CXCL10, que
vao desempenhar um importante papel na quimioatraggdonsequente ativacdo das células
de defesa (STANLEY ; ENGWERDA, 2007).

A administracdo de quimiocinas tem mostrado reda#fapromissores no
tratamento da leishmaniose visceral in vitro e lvoMBHATTACHARYYA et al., 2002;
GUPTA et al., 2009). Ha evidéncias de que o tratameom quimiocinas da familia CC leva
a uma significante resposta imunoldgica do tipo mhalleishmaniose visceral experimental
(DEY et al., 2007). Entretanto, o papel das quimias da familia CXC, como CXCL10,
precisa ser melhor estudado na infeccao Lpamnfantum chagasi. CXCL10 é um potente
candidato para imunoterapia na leishmaniose viscaraa vez que € uma quimiocina
conhecida por favorecer o recrutamento e a ativde&®lulas polarizadas para Thl, além de
recrutar e ativar células NK, ambas células pradstde IFNy.

Portanto, este estudo poderd trazer importantesheconentos sobre os
mecanismos associados a patogénese da infeccdd. pofantum chagasi, o que dara

subsidios para a elaboracao de futuras abordagieypetiticas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Avaliar se o tratamento com a quimiocina CXCLbhteola a infecgéo pdr.

infantum chagasi in vivo.

3.2 Objetivos Especificos

- Determinar a carga parasitaria no baco e no dighed camundongos BALB/c

infectados conk.. infantum chagasi e tratados com CXCL10;

- Avaliar a producdo de IFN- IL-4, IL-10 e TGFB por esplendcitos de
camundongos BALB/c infectados coim infantum chagasi, tratados com CXCL10 e re-

estimulados in vitro;

- Avaliar os aspectos histopatolégicos do figado cdenundongos BALB/c

infectados cont. infantum chagasi e tratados com CXCL10.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes e meios de cultura

e CXCL10 recombinante anti-camundongo (Thermo Sdieptfoi reconstituida com agua
ultra pura para a concentracdo degdmL. Aliquotas de 1@g/mL foram conservadas a -
20°C até o uso. Para o tratamento dos animais CBC&dombinante foi utilizado na
concentracdo de 5ug/kg (GUPEAAl., 2009).

* Meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich): O meio RPMI-1640i suplementado com 10% de
soro bovino fetal (SBF), M de 2-mercaptoetanol, 2 mM de L-glutamina e aatibos
(100 U/mL de penicilina, 10Qg/mL de estreptomicina). Sera mencionado como RPMI
suplementado o meio contendo todos os componewiesasee como RPMI aquele
utilizado sem suplementos.

e Meio Schneider (Sigma-Aldrich): O meio Schneidardaplementado com 20% de SBF
(Sigma-Aldrich), urina humana estéril a 2% e antibos (100 U/mL de penicilina e 100
ug/mL de estreptomicina). Serd mencionado como Sdbnesuplementado o meio
contendo todos os componentes acima e como Schnemigele utilizado sem
suplementos.

* Meio Neal, Novy & Nicolle (N.N.N): O meio N.N.N fauplementado com Schneider e
antibiéticos (100 U/mL de penicilina e 1Q8/mL de estreptomicina).

4.2 Animais

Para os experimentos, foram utilizados 48 camunmBALB/c com 8 semanas
de vida, provenientes do biotério do Departamenéo Ratologia e Medicina Legal
(DPML)/UFC. Para a manutencao da cepd defantum chagasi foram utilizados hamsters
dourados, provenientes do biotério do DPML/Univdade Federal do Ceard (UFC). Os
animais foram mantidos a temperatura d&@@5com racdo comercial apropriada e agda
libitum. O projeto foi submetido e aprovado pelo ComitéEdiea em Pesquisa Animal
(CEPA) da UFC, registro n° 73/08.
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4.3 Parasitos

Promastigotas de. infantum chagas (MHOM/BR/BA-262) foram cultivadas a
25°C em meio N.N.N com fase liquida constituidameio Schneider. A viruléncia da cepa
foi mantida através de passagem regular em hamsteado. ApGs serem recuperados do
animal, os parasitos foram cultivados a 25°C emondMeN.N, contendo meio Schneider

(HIMEDIA) suplementado. Para a infec¢cao, os pavadiiram utilizados até a 52 passagem.

Figura4. Fluxograma, desenho experimental do estudo

BALB/c (n=48; idade: 8 sem)

Infecgdo L. infantum / chagasi

Grupo CXCL10 (2x10)) - 1P Grupo Salina
(24 animais/grupo) (24 animais/grupo)
Tratamento com CXCL10 ( 5pg/Kg)

ou Salina l
v 1. 3 e 7 dias nds-infeccao

12 sacrificio
1d pés-tratamento 1d pds-tratamento
(6 animais/eruno) (6 animaif/gruno)

) !

Carga parasitaria: figado e baco

7d poés-tratamento Pl gl eiodlies 7d pés-tratamento
Dosagem de NO

(6 ammalf/gruno) Histopatologico do figado (6 amma|§/gruno)

l Daca ralativin: finada a harn l
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23d pds-tratamento
(6 anima'p/gruno\
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23d pds-tratamento
(6 animai_s/gruno\

)
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45d pés-tratamento
(6 animais/gruno)

Peso relativo: figado e baco

&

42 sacrificio
45d pés-tratamento
(6 animais/gruno)
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4.4 Infeccdo experimental e tratamento dos animais

Promastigotas metaciclicas na fase estacionariamfomoculadas por via
intraperitoneal em camundongos BALB/c (n=48) nacentracdo de 2xI(arasitos em 100
puL de salinaOs animais foram divididos em dois grupos, cadacom 24 animais. Um
grupo foi tratado com CXCL10 (B/kg) e o outro com salina (Controle), por via
intraperitoneal, apos 1, 3 e 7 dias da infeccAoR®AJet al., 2009). Os sacrificios foram
realizados apos 1, 7, 23 e 45 dias do tratamentwést da inalacdo de Halotano (Sigma-
Aldrich). Em cada tempo foram sacrificados 6 angr@r grupo. Os animais foram pesados
antes do inicio do tratamento e antes de caddisacpara a realizacdo da analise ponderal

(Fluxograma).
4.5 Carga parasitaria

A carga parasitaria foi quantificada através daitécde diluicdo limitante, como
previamente descrito (TITU®t al., 1985). Brevemente, os animais foram eutanasiados
atraves de inalacdo com halotano (Sigma-Aldricimeegulhados em alcool-iodado a 3% por
até 3 minutos a fim de permitir a descontaminagé® mesmos. Em seguida, o baco e o
figado foram retirados assepticamente, pesados) #agmento de cada 6rgao (baco: entre
0,0671 a 0,0700 g; figado: entre 0,26 a 0,30 ghfacerado em 1 mL de meio Schneider e
deixado em repouso por 5 minutos. A partir desspensao de células, foram feitas 8
diluicdes (10, 50, 100, 500, 3A.¢¢, 10 e 10) em Schneider suplementado. Cem microlitros
de cada uma das diluicbes foram distribuidos encaplade 96 pocos, fundo chato, 6
pocos/diluicdo. As placas foram seladas e incubad28C, por 3 semanas. Os pocos foram
observados em microscopio 6ptico invertido (Nikkole) 3 em 3 dias para o registro das
diluicbes que continham promastigotas. O numeral fide parasitos foi determinado
utilizando-se o programa ELIDA (TASWELL, 1984).

4.6 Cultura de esplendcitos

Células do baco de animais tratados ou ndo com GQE(B animais por grupo)

foram separadas por centrifugacdo com Ficoll, 1rp@® por 30 minutos a 25°C, ap6s 1, 7 e



31

23 dias de infeccdo. As células foram lavadas c®WIR2.500 rpm por 15 minutos a 5°C, e
depois cultivadas em placas de 96 pocos (Ax&lulas/mL) em meio RPMI na presenca ou
auséncia de promastigotas (concentracdo de prgu@stide 1x10mL), em estufa a 3T,
5% CQ. Os sobrenadantes foram coletados com 48h e vadssra -28C para a dosagem
de citocinas.

4.7 Dosagem de citocinas

Os sobrenadantes obtidos na cultura de esplendnigyam os niveis de IFN-
IL-4, IL-10 e TGF$ determinados utilizando-se a técnica ELISA, coemmendado pelo
fabricante (BD Biosciences). Brevemente, placa®@eocos, fundo chato (Nunc), foram
sensibilizadas por 12 a 18 h com o anticorpo deucapanti-citocina purificado na
concentracdo determinada, a 4°C. A placa foi lavatilzando-se solucao de lavagem (PBS
com Tween 20 a 0,05%), e em seguida foi realizadguieio com PBS e soro bovino fetal
(SBF 10%), seguido de incubacéo por 1 hora a teatyrer ambiente. Apés lavagem com
PBS+ Tween, foram adicionados o padrdo e as amastesn seguida a placa foi incubada
novamente por 2 h a temperatura ambiente. Apogydewacom PBS+ Tween, a placa foi
incubada por mais 1 h com o anticorpo de detecd@ioaado da enzima peroxidase. Apos
isso, a placa passou por nova lavagem, e o subftieddicionado. A placa foi incubada por
30 min, a temperatura ambiente e protegida da Auzeacdo foi finalizada com &cido
fosforico 1:20, e a leitura realizada em leitoled@SA (Molecular Devices Corp.; Sunnyvale,
CA, USA), usando filtro de 450nm. Os resultadosifioranalisados utilizando-se o programa

Softmax PRO (Molecular Devices).

4.8 Dosagem de 6xido nitrico (NO)

Sobrenadantes da cultura de esplendcitos foramdtespara detectar a liberacao
de NO sob a forma de nitrito (NDpela reacdo de Griess (GREEN al., 1990). Os
sobrenadantes foram incubados com o reagente des@fi:1 v/v), recém-preparado, por 10
min a temperatura ambiente. A absorbancia foi needgpectrofotometricamente a 540 nm e
a concentracdo de N@eterminada usando uma curva padréo de nitrit@ddi® £ expressa

em pumol/mL. Para evitar interferéncia por Né@ssivelmente presente no meio, foi realizado
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um branco para cada experimento, utilizando RPMD1&iplementado, meio empregado na

cultura das células.

4.9 Andlise histopatoldgica

Animais tratados ou ndo com CXCL10 foram eutanasiawm 1 e 7 dias apos o
tratamento, para a retirada do figado, que foicefittado em formol tamponado a 10%.
Posteriormente os cortes foram processados, endloecam parafina e as laminas
confeccionadas. Secdes d@rh de espessura dos blocos foram coradas com hehmatax
eosina (H & E). As alteracbes foram analisadas eigrostopio Optico, como descrito
previamente (MURRAY, 2001; STAGER et al., 2003).

4.10 Analise estatistica

Para verificar a significAncia estatistica entrgragpo tratado e o grupo controle
foi aplicado o teste t-Student. Para as comparagdies multiplos grupos foi realizado o teste
one-way ANOVA, seguido pelo post-test Bonferrons. ®®stes foram realizados utilizando o
Programa GraphPad Prism versdo 5.00 (GraphPad &eft¥an Diego, CA, USA). Os
resultados sao apresentados como média aritmétiearoe padrdo. Em todos os testes

utilizados, a significancia minima foi aceita quairk 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Alteracao ponderal de camundongos BALB/c infeatlos comL. infantum chagas e
tratados com CXCL10

O estado nutricional dos camundongos BALB/c inféostacomL. infantum
chagasi foi avaliado antes do tratamento (D0O) e com 137e 25 dias ap6s o tratamento com
CXCL10. Os resultados mostraram que tanto no gtwggado quanto no grupo controle,
houve um ganho ponderal ao final do experimentd, @M relacdo ao peso inicial, DO. Esse

aumento de peso foi de 3,83 g no grupo tratado358g no grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1.Alteracdo ponderal dos camundongos BALB/c infecsactumL. infantum chagasi durante um per
45 dias apés o tratamento com CXCL10.

Dias Controle CXCL10

DO 25,46%0,21 25,46+0,21
D1 26,38+0,44 26,20+0,61
D7 27,06%0,49 26,84+0,76
D23 29,32+0,43 28,61+0,48
D45 28,99+1,09 29,29+0,58
Ganho peso (*) +3,53 ¢ +3,83 ¢

Os valores representam a média aritmética + E.P.
(*) ganho ponderal ao final do experimento, D45, eacé® ao peso antes do tratamento, DO.

5.2 Peso relativo do baco e figado de camundongo&LB/c infectados comL. infantum

chagas e tratados com CXCL10

Para avaliar se CXCL10 era capaz de induzir uméandigéio no peso dos érgaos-
alvo, foi realizada a andlise do peso relativo dgobe figado apés 1, 7, 23 e 45 dias de
tratamento. Em relacdo ao peso do baco, foi pdssiservar que no 1° dia apds o
tratamento, o grupo tratado e o grupo controleagiesentaram diferenca, embora o peso dos
bacos de ambos os grupos (controle: 0,0056 + 0,06@8%do: 0,0045 = 0,0004) ja se
encontrasse ligeiramente acima do encontrado emesssadios (0,0042 + 0,0002) (Fig. 5).

Quando o grupo tratado foi analisado separadamebservou-se uma queda no
peso do baco dos animais apds o 7° dia, atingisdeatores normais no 23° dia apdés o
tratamento, diferentemente do que acontece commogrontrole, cujos pesos sé declinaram
apos 45 dias do tratamento, e ainda assim, ficacima do peso do baco dos animais sadios.
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Quando os grupos foram comparados entre si, f@readdo que houve diferenga entre eles no
dia 7 (p = 0,0286) e 23 (p = 0,0033) apos o tratam@-ig. 5A).

Com relacdo ao peso do figado, foi observado gseanonais tratados, o peso
desse 6Orgao regrediu apds o 7° dia de tratamenémdq comparado com o dos animais
controle. Apesar disso, ndo foi observada difexegre os grupos, embora o peso do figado
nos animais controle tenha mostrado uma pequedé&neia a aumentar mais do que o dos

animais tratados, quando se comparou com o pefgattp dos animais sadios (Fig. 5B).

Figura 5. Peso relativo do baco (A) e do figado (B) de camumdgos BALB/c infectados comnl. infantum
chagas e tratados com CXCL10.
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=4 3 .......................................... sadios
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Os animais foram tratados com CXCL10, por via peréoneal (ng/kg), ou salina com 1, 3 e 7 dias de
infeccdo. Apés 1, 7, 23 e 45 dias do final do treato os animais foram eutanasiados e o bacogaddfiforam
retirados. Os dados de 4-6 animais por grupo estficesentados pela média aritmética + erro padréao.
Diferengas significantes entre os grupos, dentrondemo tempo, foram determinadas pelo teste t-8tifde<
0,05), e entre 0s mesmos grupos, nos diferentgsotgnoram determinadas pelo teste ANOVA (p < 0,85)
linhas tracejadas representam a média do pesvoetft baco (0,0042) e do figado (0,048) de 6 aissadios.

5.3 Carga parasitaria no baco e figado de camundoag BALB/c infectados comL.
infantum chagasi e tratados com CXCL10

Para avaliar se a quimiocina CXCL10 era capaz dezin uma reducdo no
namero de parasitos nos orgaos-alvo de camundd@bB/c infectados conlL. infantum
chagasi, esses 6rgdos foram avaliados apds 1, 7 e 23ddiaérmino do tratamento. Os
resultados mostraram que apos o 1° dia do tratamesianimais tratados com CXCL10 néo

apresentaram diferenca no nimero de parasitos m@®DHalvo quando comparados aos
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animais tratados apenas com salina (Fig. 6A e @®mMo era esperado, o 6rgdo mais
infectado nos primeiros 8 dias de infeccéo foigadio, apresentando, em ambos os grupos,
um nGmero de parasitos préximo &,lidicando que o nimero de parasitos, nesse tempo,
ainda se mantém préximo ao ndmero utilizado paiafeccdo inicial, que foi de 2x10
parasitos (Fig. 6B). Por outro lado, foi encontradn baco aproximadamente metade do

indculo inicial, cerca de f(parasitos, em ambos os grupos (Fig. 6A).

Figura 6. Carga parasitaria no baco (A) e no figado (B) de caundongos BALB/c infectados coml.

infantum chagasi e tratados com CXCL10.
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Os animais foram tratados com CXCL10, por via pergoneal (ng/kg), ou salina com 1, 3 e 7 dias de
infeccdo. Apds 1, 7 e 23 dias de tratamento, asasiforam eutanasiados, o baco e o figado foréinmdes e
utilizados para a avaliagdo da carga parasitasad@los de 4-6 animais por grupo estio representzela
média aritmética + erro padrdo. Diferencas sigaiftes entre os grupos, dentro do mesmo tempo, foram
determinadas pelo teste t-Student (p < 0,05), eeenos mesmos grupos, nos diferentes tempos, foram
determinadas pelo teste ANOVA (p < 0,05).

Apés 7 dias do tratamento, o numero de parasitos amimais tratados
permaneceu estavel, tanto no baco (aproximadamer®@® quanto no figado
(aproximadamente fp Entretanto, foi possivel observar que os animeimtrole
apresentaram uma tendéncia de aumento no numepmardsitos em ambos os Orgaos,
chegando préximo a £ho baco e 10no figado, o que significa um aumento na carga
parasitaria, em relagdo ao tempo anterior (Fige &8).

Apo6s 23 dias do tratamento, houve um declinio nmerd de parasitos nos
orgaos-alvo, tanto no grupo tratado quanto no gagmirole. Entretanto, essa diminuicdo na

carga parasitaria mostrou-se expressiva apenaagmwdo grupo tratado (p=0,0272), quando
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comparado ao grupo controle (Fig. 6A). Ainda nessepo, foi possivel observar que no
grupo tratado, em ambos os 0Orgdos, 0 numero desifsraatingiu 0s menores valores
(aproximadamente o baco e 10no figado) em relacéo aos trés tempos avaliadssesE
indices representaram uma reducdo em relacdo aermlde parasitos vistos apos 1 dia do
tratamento (Fig. 6A e 6B).

A andlise do grupo que recebeu CXCL10 nos difeset@mpos mostrou que, no
baco, houve diferenca (p<0,05) entre 1 e 23 dias afratamento. No figado, também houve
uma queda expressiva (p<0,05) do 7° para o 23%mis o tratamento, mostrando uma
reducdo na carga parasitaria equivalente a endanti@ baco (Fig. 6A e 6B).

5.4 Producao de oxido nitrico por esplendécitos deamundongos BALB/c infectados com

L. infantum chagas e tratados com CXCL10

Para avaliar se o tratamento com CXCL10 era capaadiizir a producao de NO
pelos esplendcitos de camundongos BALB/c infectados L. infantum chagasi, o0s
sobrenadantes das culturas de esplendcitos cadetdmld animais tratados ou nado, foram
dosados em 3 diferentes tempos. Os resultados arastrque n&o houve diferenga na
producdo de NO nos tempos avaliados, em ambosupsgrentretanto, péde-se notar que o
grupo tratado com CXCL10 apresentou uma pequeminera a produzir menos NO apoés o
1° dia do tratamento do que o grupo controle (Rig.

Figura 7. Producéo de 6xido nitrico por esplendcitos de camdongos BALB/c infectados porlL. infantum

chagasi e tratados com CXCL10.
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Os animais foram tratados com CXCL10, por via pergoneal (ng/kg), ou salina com 1, 3 e 7 dias de
infecgdo. Apos 1, 7 e 23 dias de tratamento, asasiforam eutanasiados para a obtencéo dos esjitends
sobrenadantes dessas células foram coletados 8pldspdra a dosagem de NO. Os dados de pelo menos 3
animais por grupo estdo representados pela méimética + erro padrdo. Diferencas significantesifio
determinadas pelo teste t-Student (p < 0,05), eeeos mesmos grupos nos diferentes tempos, foram
determinadas pelo teste ANOVA (p < 0,05).

5.5 Producéo de citocinas por esplendcitos de candongos BALB/c infectados coni..

infantum chagasi e tratados com CXCL10

O passo seguinte foi avaliar o perfil de citocimaBizido apos o tratamento com
CXCL10. Para isso foram avaliadas as concentragéd&N-y, IL-4, IL-10 e TGFB no
sobrenadante de esplendcitos provenientes de anitmatiados com CXCL10 e apés
sensibilizacdo in vitro comh. infantum chagasi. Em relagéo a IFN; observou-se que essa
citocina foi produzida de maneira mais marcantegebkplendcitos dos animais tratados do
que pelos dos animais controle, nos 3 tempos awalidapos 1 dia, p=0,0218; 7 dias,
p=0,0309; e apbs 23 dias do tratamento, p=0,00Mds.animais que receberam CXCL10, a
producédo de IFN-atingiu o valor maximo de 100 pg/mL no 23° diasapdratamento, o que
equivaleu a um aumento de 5 vezes em relacdo &mwacao inicial, 20 pg/mL (p<0,05)
(Fig. 8).

Quanto a IL-4, em ambos 0s grupos, a producéo déssma manteve-se sempre
abaixo de 10 pg/mL, em todos os trés tempos avaliffeig. 8). Apds o 1° dia do tratamento
nao houve diferenca entre os grupos, no entant®,docs Ultimos tempos do estudo foi
possivel observar que os animais tratados com CRG@iduziram uma maior producéao de
IL-4, quando comparados com aqueles nao trataguss (& dias do tratamento, p=0,0022;
apos 23 dias, p=0,0043) (Fig. 8). Quando o gruptadio foi comparado nos diferentes
tempos avaliados no estudo, encontrou-se difereniga o 1° e 0 23° dia ap0s o tratamento
(p<0,05).



38

Figura 8. Producgédo de IFNy, IL-4, IL-10 e TGF-pB por esplendcitos de camundongos BALB/c infectados

comL. infantum chagasi e tratados com CXCL10
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Os animais foram tratados com CXCL10, por via peréoneal (ng/kg), ou salina com 1, 3 e 7 dias de
infeccdo. Apés 1, 7 e 23 dias de tratamento, asairiforam eutanasiados para a obtencéo dos esjendds
sobrenadantes dessas células foram coletados conpa@& a dosagem de citocinas. Os dados de pelosnie
animais por grupo estéo representados pela médiagtica + erro padrdo. Diferencas significanteesins
grupos dentro do mesmo tempo foram determinadastpsle t-Student (p < 0,05), e entre 0S mesmagsogru

nos diferentes tempos foram determinadas pelo A&¢@VA (p < 0,05).

Interessantemente, observou-se que apds o 1° diatdmento, a producdo da
citocina IL-10 encontrava-se 2 vezes mais elevada@ue a producdo de IFN-atingindo
uma concentracdo de aproximadamente 40 pg/mLnédisgdivamente mais elevada tambéem
do que a dos animais controle (p=0,0218), nessenmésmpo. Apds 7 dias do tratamento,
ndo houve diferenca na producdo de IL-10 entreropog, porém, apos 23° dia, ela caiu
expressivamente nos animais tratados (p=0,00289a ueda resultou numa concentragao de

20 pg/mL, valor cerca de duas vezes menor (p <) @0&ndo comparado a producédo pelo
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grupo tratado apds o 1° dia do tratamento. Ao &dotrno grupo nédo tratado, a producao de
IL-10 manteve-se crescente, sendo detectada ceré@ gg/mL dessa citocina apos 23 dias
do tratamento. E interessante observar que foienessmento que houve uma producio
méxima de IFNy (100pg/mL) nos animais tratados (Fig. 8).

Quando a producdo de T@Ffoi analisada, foi observado que os niveis dessa
citocina foram sempre bem mais elevados quando ax@dps aos das outras citocinas
avaliadas. Apos o 1° dia do tratamento, tanto drolenquanto o grupo tratado apresentaram
0S mesmos hiveis de TG¥-cerca de 50 pg/mL. Apos 7 dias do tratamentapdytgdo de
TGF foi menor no grupo tratado, cerca de 100 pg/mkoxdmadamente 2 vezes menor do
que a produzida pelo grupo controle (200 pg/mL;,p892). Apos 23 dias do tratamento, a
producao dessa citocina caiu nos dois grupos,iatiogima concentracdo maior do que a do
1° dia e menor do que a do 7° dia apds o tratam¥ate salientar que os niveis de TGRo
grupo tratado cairam aproximadamente 2 vezesdoaigie 0os do grupo controle (p=0,0069)

nesse tempo (Fig. 8).

5.6 Andlise da resposta granulomatosa do figado a@@mundongos BALB/c infectados
comL. infantum chagas e tratados com CXCL10

Para avaliar se o tratamento com CXCL10 era camaacklerar a resposta
granulomatosa no figado infectado garinfantum chagasi, diminuindo, dessa forma, o
tempo de cura da infec¢do, cortes histopatologicoigado foram analisados apos 1 e 7 dias
do término do tratamento. A analise microscopicssdenaterial permitiu observar que, apos
o 1° dia do tratamento, ja era possivel identificdittrados ainda ndo granulomatosos e
granulomas imaturos, tanto no grupo controle quaatgrupo tratado (Fig. 9A).

Apds o 1° dia do tratamento, também foi observag® gm ambos 0s grupos
havia mais infiltrados granulomatosos, embora aindaturos, do que infiltrados n&o
granulomatosos. Nesse periodo foram identificadgsna poucos granulomas maduros
somente no grupo tratado (Fig. 9A). Apos 7 diagr@mmento, observou-se que a quantidade
de infiltrados n&o granulomatosos comecou a dimiean ambos 0s grupos, e os granulomas
imaturos ainda foram os mais encontrados. Nesdedgeeforam observados os primeiros
granulomas maduros no grupo controle e um pequemero desses granulomas no grupo
tratado (Fig. 9B).
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Figura 9. Resposta granulomatosa do figado de camdongos BALB/c infectados coni. infantum chagasi

e tratados com CXCL10.
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Os animais foram tratados com CXCL10, por via peréoneal (fg/kg), ou salina com 1, 3 e 7 dias de
infeccdo. Apos XA) e 7(B) dias de tratamento, os animais foram eutanasipdi@s a retirada do figado. Os
dados de pelo menos 3 animais por grupo estdosexieglos pela média aritmética + erro padrdo. NGa

granulomatoso; Gl = granuloma imaturo; GM = gramdo maduro. Diferencas significantes foram

determinadas pelo teste t-Student (p < 0,05).
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, foi avaliado o papel da quimiodd¥CL10 na infeccao pok.
infantum chagasi usando o modelo de LV em camundongos BALB/c. Afgtrabalhos tém
mostrado que as quimiocinas podem atuar de mampeo@issora COmMoO NOVOS agentes
terapéuticos no combateLadonovani, pois, dentre os tipos de resposta mediada polasél
algumas quimiocinas podem induzir a polarizacaoedposta celular do tipo Thl, capaz de
combater a infecgdo (DE# al, 2007; GUPTAet al, 2009). Varios modelos experimentais de
LV em roedores tém sido desenvolvidos, e emboraurardeles reproduza integralmente a
doenca humana (HANDMAN, 2001), os estudos utilizaedtes modelos tém se mostrado
muito importantes porque permitem investigar osanetnos imunoldgicos e 0s aspectos
histopatoldgicos da doenca (WILSON; JERONIMO; PERS2005; NIETOet al., 2011).

Camundongos BALB/c, quando infectados pfar donovani or L. infantum
chagasi, conseguem resolver a infeccdo apos algum teropmarido-se um bom modelo de
infeccdo aguda e subclinica. Nestes animais, toeleilL-12 é retardado por mais ou menos
4 semanas apos a infeccdo, momento em que ocaparecimento dos linfécitos produtores
de IFN« antigeno especifico, a formacédo de granulomasgaald e o desenvolvimento de
uma resposta antigeno especifica das células T GDE&D8+ (WILSON; JERONIMO;
PERSON, 2005; NIET@t al., 2011).

No presente estudo, foi observado que o tratamearto CXCL10 foi capaz de
reduzir a carga parasitaria, tanto no figado quantbaco, apos o 23° dia do tratamento (42
semanas apoés a infeccdo), o que representou urda gupressiva no numero de parasitos
nesses 0rgaos. A queda no numero de parasitosgoocbarelacionou-se com a diminuicao
do tamanho desse 6rgdo nos animais tratados, quancoarados aos animais controle. Ha
trabalhos mostrando que durante a infeccdd_pohagas em camundongos, as amastigotas
se multiplicam rapidamente nas primeiras 4 semanas figado, e desaparecem
espontaneamente por volta da 8% semana de infemgdiwanto no baco, os parasitos crescem
mais lentamente, levando a uma cronicidade dagéatenesse 6rgao (WILSO# al., 1996).
Este crescimento dos parasitos de maneira esenii 6rgaos-alvo tem sido observado na
doenca murina causada por todas as espéclesghenania viscerotropicas, e mesmo quando
0s parasitos sao inoculados por diferentes vias,c@mo a intravenosa, intradérmica ou
intraperitoneal (WILSON; JERONIMO; PERSON, 2005% f@sultados da carga parasitaria
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encontrados no presente trabalho corroboram caasleedos da literatura, e mais importante,
apontam para um papel leishmanicida de CXCL10 adntmfantum chagasi, uma vez que
essa quimiocina foi capaz de reduzir de maneiraesgfya 0 numero de parasitos nos dois
orgdos-alvo dos animais tratados, o que néo farehdo no grupo controle.

O estabelecimento das leishmanioses tem sido oekdd & polarizacdo da
resposta de células T CD4dubtipo Th2. Na leishmaniose experimental muritizando L.
major, 0os camundongos da linhagem geneticamente rasis@s/BL/6 exibem resposta
imunoldgica do tipo Thl, enquanto os camundongasepiiveis BALB/c desenvolvem
resposta imunologica de perfil Th2 (ALEXANDER; BRO®S, 2005). Camundongos
BALB/c infectados comL. major se mostram incapazes de controlar a disseminagdo d
parasito e o desenvolvimento da doenca acaba levaadimal & morte. Esta incapacidade de
controlar a doenca esta relacionada com a respostace do tipo Th2, que se inicia e se
mantém a partir de células T CDdecretoras de IL-4, resultando em ativacdo ddastBi
policlonais (CHATELAIN; VARKILA; COFFMAN,1992).

Em modelos murinos de LV, utilizando o camundong&lLB/c, o controle da
doenca depende da magnitude da resposta celulari@ydndo a producdo de IFN-a
ativacdo de macrofagos (KAY& al, 2004), a formacgéo de granulomas hepaticos maduros
assim como a producéo de espécies reativas dgénime intermediarios de oxigénio, que
sdo essenciais para a eliminacdo de parasitosoddas células de Kupffer e células
dendriticas (MURRAY, 2001; STANLEY; ENGWERDA, 2007D estabelecimento da
doenca esta associado a diminuicdo na respostesdassres, 0 que auxilia o parasito a viver
e se reproduzir no fagolisossomo do macrofago (MEEBal., 2001).

No presente trabalho foi encontrado que, no bagooducdo de IFN-no grupo
tratado com CXCL10 foi bastante significativa quardmparada a do controle, em todos os
trés tempos avaliados. Ressaltando que, no grataaltr, a concentracdo desta citocina apds o
23° dia do tratamento, foi de 100 pg/mL, a coneedin maxima obtida nos tempos
analisados. Essa producédo significou um aumenowizes na concentracdo produzida apos
o 1° dia do tratamento (20 pg/mL), um crescimengmificativo que coincidiu com a
expressiva queda na carga parasitaria apos 23ldigatamento, fortalecendo a hipotese do
papel leishmanicida de CXCL10. No entanto, é pesshbservar que apesar da elevada
producdo de IFN-e consequente reducdo da carga parasitaria apdm3lo tratamento,
CXCL10 ainda nao foi capaz de eliminar totalmentefaccdo nos orgaos-alvo. Como no

presente trabalho ndo foram avaliados outros temmads tardios da infeccdo ndo € possivel
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saber se isso de fato acontece, pode-se apenas gugeisso acontega, uma vez que a carga
parasitaria manteve-se em declinio nos animaiadoat e 0 mesmo néao foi observado nos
animais controle.

Estudos anteriores tém demonstrado a importaneidFdl-y no controle da
infeccdo visceral (SQUIRE®& al, 1989). Sabe-se que macréfagos ativados porylSBe
capazes de matar parasitos intracelulares atrewgwatiucdo de mediadores toxicos, tais
como NO, e a importancia desse reagente na ativdedonacrofagos tem sido bem
documentada em modelos animais de infeccad @shmania (BHATTACHARYYA et al.,
2002; BRANDONISIOE€t al., 2002). De acordo com Reiner e colaboradores0)198s
monocitos de individuos saudaveis previamente dogtacom IFNy produzem, apés a
infeccdo comi. donovani, maior quantidade de TNk IL-1, duas citocinas importantes na
resposta do hospedeiro a infeccbes microbianasol@wando com os altos niveis de IME-

a queda da carga parasitaria apos 23 dias do watanfoi observado que CXCL10 induziu
uma reducdo significante na producdo de IL-10 e -BGEitocinas antiinflamatorias,
sugerindo um papel protetor de CXCL10 através da torte resposta de perfil Thl nos
camundongos BALB/c infectados cdminfantum chagasi.

Nos animais tratados, a concentracdo de IL-10 pooxamadamente 10 vezes
menor que a concentracdo de IENentretanto, apesar de CXCL10 ter reduzido a
concentracdo de TGF-(~ 75pg/mL) para bem proximo da concentracdo dN-\IF
(~100pg/mL), IFNy ainda foi capaz de promover a polarizacdo da stapihl e a reducao
da carga parasitaria apés o 23° dia do tratambsim.corrobora com os achados da literatura
gue mostram que IL-10 tem um importante papel naessdo da resposta imunoldgica
protetora na LV murina (MURPH¥ al., 2001; MURRAY et al., 2003). A associagao da
imunossupressao induzida por IL-10 na LV humanesja bem estabelecida. Pacientes com
doenca ativa apresentam elevados niveis de IL-1$brm assim como expressao aumentada
e mMRNA de IL-10 nos sitios das lesfes. IL-10 é witacina regulatéria que pode ser
produzida por células T, B, macrofagos, célulasddénas e epiteliais, e células T
regulatorias, e acredita-se que seja induzida coma resposta de equilibrio homeostatico
que protege os tecidos do dano colateral causadinffmmacédo excessiva (MEGE al.,
2006; MOOREet al., 2001). Apesar de niveis elevados de IL-10 obslev&m pacientes de
LV poderem ajudar a limitar a patologia decorren@ prépria defesa imunolégica,
especialmente no figado, a atividade imunossum@sda citocina pode promover a

replicacéo do parasito e evolugéo da doenca (NYLEACKS, 2007).
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Estudos com camundongos C57BL6 e BALB/c levantardéecias diretas do
papel de IL-10 como o principal fator imunossupoessm modelos murinos de LV. Em
ambas as linhagens, os animais deficientes em Kabaltamente resistentes a infeccao por
L. donovani (MURPHY et al., 2001; MURRAYet al., 2003). A principal atividade promotora
da doenca desempenhada por IL-10 € aquela reldeiomas macrofagos, que podem se
tornar ndo responsivos a sinais de ativacdo, itdbia morte de amastigotas dentro dos
fagolisossomos, pela diminuicdo da producdo de @&NE&- NO (WU et al., 1993,
VOULDOUKIS et al., 1997). Recentemente, estudos tém mostrado tambér tratamento
com CXCL10 resulta na protecdo in vivo contradonovani, por meio da expressiva
diminuicao das citocinas imunossupressoras, IL-TGE, devido a modulacao de células T
regulatorias (GUPTAt al, 2011).

Assim como IL-10, altos niveis da citocina T@Fambém tém sido descritos na
LV humana e murina, ambas as citocinas associanlas e imunossupressao da doenca
(WILSON et al., 1998; CALDASt al., 2005; GOMES-PEREIRAt al., 2004). TGH3 pode
suprimir a expressédo de NO e IFNem macroéfagos, inibindo a habilidade destas celemha
controlarem intracelularmente o crescimento dosgims (BARRAL et al.,, 1993). Além
disso, TGFB é também um fator supressor da producédo deylpb células de granulomas
hepaticos em camundongos BALB/c (WILSON; WEINSTOQR98). Sua liberacdo ocorre
apos a interacao da célula apresentadora de amtigrlavés do seu ligante CD80, com o
receptor CTLA4 do linfocito. A estrutura do CTLA%éstante semelhante ao receptor CD28,
porém apresenta maior afinidade pelo ligante CBEOnes de linfocitos de memodéria, ao
interagirem com antigenos tHeishmania, acabam priorizando a liberacao de TfGéevido a
acao co-estimulante do receptor CTLA4, que se pdlerem sua superficie, promovendo néo
s6 a queda dos niveis de IFNmas também a diminuicdo de NO e bloqueio da apept
favorecendo dessa forma, a sobrevivéncia e o aonestd do parasito no interior de
macrofagos residentes no figado (GOMESI, 2000; GOMES; DOS REIS, 2001). Células T
CD4+CD25+ Foxp+ sao também as principais fonte$@E§ (RODRIGUES et al., 2009).
Estudos com camundongos deficientes de B@GRostraram que as células Treg Foxp3+ séo
defeituosas em sua funcéo supressora (LI; WAN; FERAN, 2007). No presente estudo 0s
niveis de TGH nos animais tratados com CXCL10 foram sempre bais glevados do que
os das outras citocinas que foram avaliadas, on§oecorrobora totalmente com trabalhos
que sugerem que o papel de TEBRo controle da carga parasitaria e na resistéeaia

hospedeiro, dependente de IFNdurante a infeccdo por cepas viscerotropicas,ocbm



45

donovani, parece ser menos importante quando comparade db-t0 (MURRAY et al.,
2005). Estudos com animais deficientes de IL-10r&F{, infectados coml. infantum
chagas e tratados com CXCL10 talvez pudessem esclareekomessa questao.

A eficiente regulacdo de citocinas pré e antiinfiédnias demonstrada por
CXCL10, neste trabalho, sugeriu que esta quimiopibderia também regular a geracao de
NO, uma vez que, na leishmaniose visceral, citacpra-inflamatorias apresentam um papel
critico na inducéo de NO via INOS2 (DIEFENBAGHal., 1999; GUPTAet al., 2009) e as
citocinas IL-10 e TGH inibbem NO (BHATTACHARYYA et al.,, 2001). Entretanto
diferentemente do que foi mostrado por outros estwdm CXCL10 e algumas quimiocinas
da familia CC (DEY ET AL., 2007; GUPT# al., 2009), o efeito leishmanicida de CXCL10,
neste trabalho, ndo parece ser mediado por NO, wemaque ndo houve diferenca na
producdo de NO entre 0s grupos. ISso sugere quay@ionente outros mecanismos que nao
a producdo de NO podem estar envolvidos com a ndortgarasito. Na literatura, ha relatos
de que outros produtos do metabolismo do oxigé&mieplvidos na explosdo respiratéria em
macrofagos murinos ativados, tais como peréxiddideogénio (HO,) e anion superoxido
(O2) também estdo implicados com a morté_eéishmania (ASSCHEet al., 2011).

O controle da infeccdo hepatica em camundongos ereguma resposta
coordenada do hospedeiro, envolvendo o desenvaitimede granulomas em volta dos
macrofagos infectados (MURRAY, 2001). Esta respasftamatoria granulomatosa €
semelhante a resposta protetora encontrada naiandésr infec¢cdes humanas jodonovani
que permanecem como infec¢do subclinica (MOREN@E)., 1988; EL HAGet al., 1994).
Vale salientar que a formacéo de um granuloma menpie esta associada com o controle do
parasito, e a efetividade dos granulomas hepgpiaes matar os parasitos depende do grau de
maturacao do granuloma (MURRA€& al., 1992; CARRION et al., 2006; MURRAY, 2001).
Apenas os granulomas maduros parecem desenvolheamismos leishmanicidas eficientes
para matar os parasitos (NIETO et al., 2011).

Na analise histopatolégica do figado apds os prosedito dias do tratamento,
foram encontrados, em ambos 0s grupos, mais graaslamaturos, do que infiltrados nao
granulomatosos, e alguns poucos granulomas magupagleram ser vistos no grupo tratado
a partir do 1° dia ap0s o tratamento, sugerindo agd® positiva da droga. Apos 7 dias do
tratamento, a quantidade de infiltrados ndo granatosos comecou a diminuir, e 0s
granulomas imaturos ainda foram os mais encontyaosambos os grupos. O numero de

granulomas maduros aumentou nos animais tratada® entdo comegou a aparecer nos
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controle, sugerindo que apds 7 dias do tratamesmtesauturas estavam evoluindo para a
formacdo de granulomas maduros, as Unicas esisujuea parecem ser capazes de conter a
infeccdo de maneira eficiente no figado. Portaatdeterminacdo do grau de maturacdo dos
granulomas hepaticos é uma importante ferramenta mpanitorar a progressdo da doenca
(NIETO et al., 2011).

Diferente dos modelos de leishmaniose cutdnea mwanmadle IL-4 € associada a
resposta Th2 (SATOSKAR; BLUETHMANN; ALEXANDER, 1995AUNOIS et al, 1997;
MOHRS et al, 1999), no modelo de infec¢do pbrdonovani ha trabalhos mostrando que IL-
4 ndo exacerba a doenca, podendo, na verdadenataambate ao parasito, o que é bastante
paradoxal (ALEXANDEREet al, 2000; STAGERet al, 2003). Esses estudos mostraram que
IL-4 pode agir regulando positivamente a imunidealgtral.. donovani por meio do aumento
do nimero de granulomas maduros e consequenteui@@inda carga parasitaria no figado
(STAGER et al, 2003). Um processo que € intimamente ligado aes@o de IFNy
(MURRAY et al, 2000). No presente estudo, a produgcédo de IL-4,aerhos os grupos,
manteve-se sempre abaixo de 10 pg/mL, em toda€®$eimpos analisados. Entretanto, nos
animais tratados foi observado uma producédo madtL€ quando comparado com 0 grupo
controle nos tempos avaliados, corroborando comeaepc¢a mais precoce de granulomas
maduros no figado dos animais que receberam a agiimai

Ha trabalhos mostrando que, sem a acdo de IL-lfwm@dongos BALB/c
nocautes combatem a infeccdo mais cedo e a rara@pe isso ocorra € que com o fim da
regulacédo feita pela citocina, o processo de foémalp granuloma no figado passa a ser mais
eficiente, permitindo que um grande nimero desstagteras termine a maturagao, tornando-
se livres de parasitos (MURRA& al, 2002). Murphy e colaboradores (2001) mostraraen qu
apos 10 dias de infeccdo, animais nocaute par® lhptesentaram um aumento na expressao
de iINOS em todos os granulomas formados, 0 mesm@c@reu com animais selvagens, o
gue mostra o papel supressor de IL-10 na via ddugém de NO, transformando o interior da
célula de Kupffer num ambiente susceptivel pardonovani (MURPHY et al, 2001). Neste
trabalho, CXCL10 induziu uma diminuicdo na produgi®o IL-10 ao longo dos tempos
avaliados, enquanto no grupo controle a produc&sadeitocina foi aumentando, e isso foi
associado com a maior maturacéo de granulomasupo ¢ratado do que no grupo controle.

Coletivamente, os dados deste trabalho sugerem mnporiante papel
leishmanicida de CXCL10 em camundongos BALB/c itddos porL. infantum chagas,

mediado por uma expressiva producéo de yreNsupresséao das citocinas imunorreguladoras,
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IL-10 e TGF$, abrindo a hipotese se isso ndo estaria asso@adma diminuicdo na

frequéncia de células T regulatérias.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalhe;gdoncluir que:

- CXCL10 foi capaz de reduzir de maneira expressimamero de parasitos nos dois 6rgaos-
alvo, figado e baco, dos animais tratados;

- CXCL10 induziu uma significante producdo de I¥Ne supressdo das citocinas
imunorreguladoras, IL-10 e TGE-

- CXCL10 induziu o amadurecimento mais precocerdalgomas no figado.
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