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RESUMO 

 

A quimioterapia disponível para as leishmanioses é eficaz em muitos casos, contudo ainda 

não é satisfatória, apresentando várias inconveniências, uma delas, a resistência aos 

antimoniais, que é um dos grandes problemas atuais. Poucos estudos utilizando tratamento 

com quimiocinas recombinantes para as leishmanioses têm sido relatados. O objetivo deste 

trabalho foi avaliar o efeito imunomodulador in vitro de CXCL10 e sua associação com 

Glucantime na infecção de macrófagos por cepa de Leishmania braziliensis refratária ao 

tratamento com antimônio. Para isso, macrófagos murinos foram infectados com L. 

braziliensis e tratados ou não com CXCL10 (25, 50 e 100ng/mL), Glucantime (32mg/mL) e 

CXCL10+Glucantime [(25, 50 e 100ng/mL) + (32mg/mL)]. Após 24 e 48h de infecção, 

avaliou-se: carga parasitária (contagem de macrófagos infectados em lamínulas coradas), 

concentração de óxido nítrico (NO) e o padrão da citocinas TNF-α, IL-12, IL-4, IL-10 e TGF-

β nos sobrenadantes das culturas. Os resultados mostraram que os tratamentos com CXCL10 

e a associação CXCL10+Glucantime resultaram em uma significante redução da carga 

parasitária, variando entre 70,5% a 95% e 92,4% a 95,0%, respectivamente, quando 

comparado com o controle não tratado, enquanto o tratamento com Glucantime apresentou 

redução da infecção dos macrófagos de 74,0%. A redução da carga parasitária foi 

correlacionada com o aumento de NO em todas as concentrações de CXCL10 (p< 0,001). No 

entanto, não foi observada a mesma dinâmica quando utilizado a associação 

CXCL10+Glucantime. Os níveis de TNF-α e IL-12 aumentaram em função da concentração 

de CXCL10 nas primeiras 24h, no entanto, foi inibida quando os macrófagos parasitados 

foram tratados com Glucantime (p<0,05).  A concentração de TNF-α foi menor nas células 

tratadas com CXCL10 + Glucantime do que naquelas tratadas somente com CXCL10 em 

ambos os tempos avaliados. Para IL-12 a assosciação CXCL10+Glucantime só induziu uma 

produção significante nas primeiras 24 h quando CXCL10 foi utilizado na concentração de 

100ng/ml (p<0,01). As células tratadas com CXCL10 e associação CXCL10+Glucantime 

apresentaram uma redução da concentração de IL-4, diminuindo à medida que as 

concentrações da quimiocina foram maiores (p<0,01), enquanto o tratamento com Glucantime 

apresentou uma elevada produção desta citocina. Em ambos os tempos avaliados, o 

tratamento com CXCL10 induziu a produção de IL-10 nas concentrações de 50ng/mL e 

100ng/mL, uma indução 3 vezes mais de IL-10 (p<0,001), quando comparado ao antimônio 

ou com a associação CXCL10+Glucantime. TGF-β mostrou comportamento diferente nos 

dois tempos avaliados, com aumento nas primeiras horas e queda nas últimas 48h. 

Glucantime induziu concentração de TGF-β superior àquela induzida por CXCL10. A 

associação CXCL10+ Glucantime apresentou produção elevada de TGF-β inversa à 



concentração de CXCL10 utilizada. Em conclusão, o tratamento in vitro com CXCL10 

induziu um perfil de resposta Th1 (aumento de TNF-α e IL-12), com controle da parasitemia 

intracelular, e modulação da resposta inflamatória mediada por IL-10, em macrófagos 

infectados por L. braziliensis refratária ao antimônio. A associação Glucantime+CXCL10, 

embora tenha reduzido carga parasitária, não induzindo aumento significante de óxido nítrico, 

mostrando uma indução de TNF-α, IL-12 e reduzindo IL-4. 

Palavras-chave: Leishmania braziliensis. Citocinas. Quimiocinas. Resistência ao antimônio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Chemotherapy available for leishmaniasis is effective in many cases, however is still not 

satisfactory, presenting several inconveniences, one of them, resistance to antimony, which is 

a major current problems. Few studies using treatment with recombinant chemokines for 

leishmaniasis have been reported. The objective of this study was to evaluate the 

immunomodulatory effect in vitro of CXCL10 and its association with Glucantime for the 

infection of macrophages by Leishmania braziliensis strain refractory to treatment with 

antimony. For this, murine macrophages were infected with L. braziliensis and treated or not 

with CXCL10 (25, 50 e 100ng/mL), Glucantime (32mg/mL), and CXCL10+Glucantime [(25, 

50 e 100ng/mL) + (32mg/mL)].  After 24 and 48h of infection were evaluated: parasitic load 

(macrophages infected count on coverslips stained), nitric oxide concentration (NO) and the 

pattern of the cytokines TNF-α, IL-12, IL-4, IL-10, and TGF-β in the culture supernatant. The 

results showed that the treatment with CXCL10 and CXCL10+Glucantime combination 

resulted in a significant reduction of the parasitic load, ranging from 70.5% to 95% and 

92.4% and 95.0%, respectively, compared with the control untreated, while treatment with 

Glucantime decreased infection of macrophages to 74.0%. The reduction of the parasitic load 

was correlated with the increase of NO in all concentrations of CXCL10 (p <0.001). 

However, it was not observed the same dynamic when it was used to CXCL10+Glucantime 

association. TNF-α and IL-12 levels increased as a function of the concentration of CXCL10 

in the first 24h, however, was inhibited when the infected macrophages were treated with 

Glucantime (p <0.05). The concentration of TNF-α was lower in cells treated with 

CXCL10+Glucantime than in those treated only with CXCL10 in both time periods. To the 

association CXCL10+Glucantime the IL-12 only induced a significant production within 24h 

when CXCL10 was used at a concentration of 100ng/ml (p <0.01). CXCL10 and association 

CXCL10+Glucantime treated cells showed a decrease of IL-4 concentration decreasing as the 

chemokine concentrations were higher (p <0.01) while treatment with Glucantime had a high 

production of this cytokine. In both times evaluated, treatment with CXCL10 induced IL-10 

production at concentrations of 50ng/ml, and 100ng/ml, induced a 3-fold more IL-10 (p 

<0.001) when compared with antimony or with association CXCL10+Glucantime. TGF-β 

showed different behavior in the two time periods, an increase in the early hours, and fall in 

the past 48h. Glucantime induced TGF-β concentration higher than that induced by CXCL10. 

The association CXCL10+Glucantime showed increased production of TGF-β inverse of the 

concentration of CXCL10 used. In conclusion, in vitro treatment with CXCL10 induced a 

Th1 response profile (increase of TNF-α, and IL-12), controlling the intracellular parasitemia 

and modulation of the inflammatory response mediated by IL-10, in macrophages infected 

with L. braziliensis refractory to antimony. The Glucantime+CXCL10 association, although it 



has reduced parasitic load, not inducing a significant increase in nitric oxide, and showing a 

induction of TNF-α, IL-12 and reduction IL-4,. 

 

Keywords: Leishmania braziliensis. Cytokines. Chemokines. Resistance to antimony. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Epidemiologia 

A leishmaniose é uma doença parasitária considerada negligenciada e um dos 

principais problemas de saúde pública. Estima-se que haja atualmente 12 milhões de 

pessoas infectadas, atingindo 98 países na Europa, Ásia, África e América, com um 

número anual de incidência de 1 a 1,5 milhões de casos, e 350 milhões de exposições 

de acordo com a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2012), tornando-a uma das 

mais importantes doenças infecciosas em todo o mundo. No entanto, a falta de 

sistemas de vigilância eficazes torna difícil determinar a verdadeira importância da 

doença no âmbito mundial (STEBUT, 2007; BALASEGARAM et al., 2012; 

LEWNARD et al., 2014). 

A doença afeta principalmente pessoas pobres na África, Ásia e América 

Latina, e está associada à desnutrição, deslocamento da população, condições 

precárias de habitação, sistema imunológico fraco e falta de recursos. Uma análise 

recente mostra que ocorrem cerca de 200.000-400.000 de casos novos de 

leishmaniose visceral (LV) e 700.000-1.200.000 de novos casos de Leishmaniose 

tegumentar (LT) a cada ano em todo o mundo (WHO, 2012) (FIGURA 1). 

Durante a maior parte de sua história, a Leishmaniose Tegumentar Americana 

(LTA) foi considerada uma doença profissional, porque a maioria dos indivíduos 

afetados eram homens adultos expostos a áreas florestais. No entanto, sua 

epidemiologia mudou consideravelmente ao longo das últimas décadas, o vetor se 

adaptou a áreas peri-domiciliares em regiões rurais e urbanas, e tem infectado um 

número crescente de mulheres e crianças (MARTINS et al., 2014) 

A transmissão da LTA pode ser zoonótica, envolvendo reservatórios animais 

como roedores e cães na transmissão do ciclo (STEBUT, 2007), ou antroponótica, em 

que o homem é a única fonte de infecção para o vetor, como acontece na Índia 

(SINGH; SUNDAR, 2012). Existem inúmeras espécies causadoras de LT, que 

diferem em distribuição geográfica, apresentação clínica, risco associado de 

complicações e resposta ao tratamento (BALASEGARAM et al., 2012). 

Na última década, a LT se expandiu ou surgiu em vários focos em todo o 

mundo, devido ao clima e fatores humanos (por exemplo, desmatamento e 

urbanização). Além disso, o aparecimento de espécies resistentes ao tratamento tornou 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Balasegaram%20M%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Balasegaram%20M%5Bauth%5D
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a leishmaniose a terceira doença parasitária oportunista mais frequente, o que 

compromete o controle da doença (MANSUETO et al., 2014) (FIGURA 1). 

Figura 1: Distribuição da Leishmaniose tegumentar no mundo, 2012 

 

Fonte: WHO, 2012 

Noventa por cento de todas as infecções por Leishmania estão restritas à pele, 

mas esta limitação é também dependente da resposta imunológica do hospedeiro e da 

espécie de parasita envolvida; e até mesmo espécies que normalmente induzem 

apenas doença cutânea podem promover formas mais graves da doença (crônica, 

recorrente, disseminada, doença anérgica ou visceral) (STEBUT, 2007). 

No Brasil, entre 1990 e 2012, 260.573 casos da doença foram notificados, 

contudo, o número de pessoas acometidas pela doença pode ser ainda maior devido as 

sub notificações (SILVA et al., 2013). No Brasil, o Ministério da Saúde relata uma 

incidência anual de cerca de 28.000 casos (SOUZA et al., 2010; COSTA et al., 2014; 

SANTOS et al., 2014). 

Embora o número de casos de leishmaniose nas Américas já tenha diminuído, 

nas áreas do nordeste do Brasil, onde a Leishmania braziliensis é endêmica, o número 

de notificações de casos tem aumentado nas últimas décadas. A LT causada por L. 

braziliensis é um importante problema de saúde pública no Brasil, principalmente nos 

estados do Maranhão, Ceará e Bahia, os quais apresentam os maiores coeficiente de 

detecção (LEWNARD et al., 2014). A falta de compreensão do comportamento do 
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inseto vetor da L. braziliensis tem dificultado esforços para o controle da LT no 

Brasil. No entanto, assim como para outras infecções transmitidas por vetores, 

variações na precipitação de chuvas e temperatura podem estar associadas a surtos em 

determinadas regiões (LEWNARD et al., 2014). O estado do Ceará destaca-se devido 

a sua alta concentração de casos de LT, e, portanto, é considerado área de importância 

epidemiológica (SOUZA et al; 2010).  

 

1.2 Leishmaniose Tegumentar    

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doença parasitária, 

antropozoonótica, e afeta vários animais silvestres e domésticos, tendo o homem 

como hospedeiro secundário (RODRIGUES et al., 2006; COSTA et al., 2014).  Tem 

como agentes causadores protozoários intracelulares do gênero Leishmania, 

pertencentes à família Trypanasomatidae, ordem Kinetoplastidea. A transmissão 

ocorre pela picada de insetos fêmeas infectadas (SANTOS et al., 2014), do gênero 

Phlebotomous no Velho Mundo e Lutzomyia nas Américas. No ambiente doméstico, o 

cachorro é o principal reservatório do parasita (ELMAHALLAWY et al., 2014). 

A Leishmania apresenta dois tipos diferentes de formas de vida: promastigotas 

e amastigotas. A forma promastigota é flagelada e replica-se no intestino dos insetos 

vetores. A forma amastigota, não possui flagelo externo e é intracelular encontrada no 

hospedeiro vertebrado (SOUZA et al., 2010). Um indivíduo com leishmaniose pode 

apresentar uma das três síndromes clínicas bastante distintas: visceral, cutânea ou 

mucosa. A progressão da doença é dependente das espécies de Leishmania envolvida, 

da genética e estado imunológico do hospedeiro (KALANTARI et al., 2014). 

Após o repasto sanguíneo do flebotomíneo infectado, a forma de vida 

infecciosa flagelada do parasita, promastigota, é transmitida para a derme superior da 

pele. Estas promastigotas são rapidamente fagocitadas pelos macrófagos (MΦ) e se 

transformam na forma de vida intracelular obrigatória, amastigota. Estas amastigotas 

então se replicarão dentro de MΦ e serão libertadas para o tecido para infectar novas 

células. O ciclo de vida se completa quando o flebotomíneo se infecta com o parasita 

ao se alimentar nos hospedeiros mamíferos infectados (STEBUT, 2007; SOUZA et 

al., 2010) (FIGURA 2).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalantari%20H%5Bauth%5D
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Figura 2: Ciclo de vida de Leishmania ssp.

 
   Fonte: HARHAY et al., 2011 

A LTA é uma doença que acompanha o homem desde a antiguidade é referida 

em documentos históricos desde tempos antigos (MONTEIRO, 2009). Estudos 

arqueológicos realizados no Peru revelaram figuras humanas mutiladas em cerâmica, 

hoje se sabendo como LTA, mas que por alguns anos foram confundidas com a 

apresentação clínica da sífilis. Essa descrição de casos de etiologia incerta durou até o 

início do século XX, com a identificação dos agentes do “botão do Oriente” em 1903 

e a detecção do causador de úlceras epidêmicas durante a construção de uma ferrovia 

no Nordeste de Bauru em 1909 (São Paulo – Brasil) (GOMES et al., 2014). 

O ano de 2012 representou um marco na história da leishmaniose, pois foi 

comemorado o centenário do anúncio da descoberta do tratamento por Gaspar Vianna, 

assumindo grande importância, se considerarmos que o tratamento atual de primeira 

escolha para a doença ainda são os antimoniais, descobertos por ele, em 1912 

(GOMES et al., 2014). 

O espectro clínico das leishmanioses cutâneas depende de interações 

complexas que abrange parasita e hospedeiro, tais como: a espécie de Leishmania, sua 

capacidade de infecção, o estado imunológico e nutricional do hospedeiro, o que leva 

também a respostas diferenciadas ao tratamento (PEARSON; SOUSA, 1996). 

Enquanto no Velho Mundo as espécies causam formas benignas e com frequência 

autolimitadas, no Novo Mundo, as manifestações das leishmanioses tegumentares vão 

desde formas mais brandas, com lesão única, até formas mais graves, com 

comprometimento mucoso (BLUM et al., 2004; SOUSA et al., 2006). 
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As formas clínicas que fazem parte do espectro clínico das leishmanioses são: 

leishmaniose cutânea (LC) que é causada por L. major, L. tropica, L. aethiopica 

(Velho Mundo), L. amazonensis, L. mexicana, L. braziliensis, L. panamesis, L. 

peruviana e L. guayanensis (Novo Mundo)(RAMOS et al., 2014); leishmaniose 

mucocutanea (LMC) causada pela L. brazilensis, L. panamensis e L. guyanensis 

(Novo Mundo); leishmaniose cutânea difusa (LCD) que é causada por L. amazonensis 

e L. aethiopica (BALASEGARAM et al., 2012, ELMAHALLAWY et al., 2014); e 

Leishmaniose Visceral (LV) causada por L. donovani, L. infantum (Velho Mundo) e 

L. chagasi no Novo Mundo (ALEXANDER; BRYSON, 2005).  

 

1.3 Aspectos clínicos da Leishmaniose Tegumentar Americana 

A LTA é caracterizada por lesões na pele, com evolução que podem ir da auto-

cura à cronicidade. A forma mais prevalente é a leishmaniose cutânea localizada 

(LCL), cujas manifestações são lesões isoladas no local da picada do inseto vetor, 

com fundo necrótico e bordas elevadas, que podem evoluir para cura espontânea. 

Algumas formas graves de leishmaniose cutânea são a forma difusa (LCD) e a 

cutaneomucosa (LCM). A LCD é relativamente rara, caracteriza-se por não apresentar 

lesões ulceradas. A lesão primária é uma pápula, de onde irão se desenvolver lesões 

satélites que se disseminarão em nódulos, principalmente na face e nas extremidades. 

Sua evolução é indolente e pode perdurar por toda a vida do paciente (PEARSON; 

SOUSA; JERONIMO, 2005; SOUSA et al., 2006; NÉRIS et al., 2013). A LCM causa 

parcial ou total mutilação nas membranas mucosas do nariz, boca e garganta, com 

destruição de tecido epitelial, com elevada morbidade e, em alguns casos, levando à 

morte (PEARSON et al., 2000; RODRIGUES et al., 2006).  

Na ausência de complicações, a LT não causa morte, mas causa lesões 

debilitantes e estigmatizantes que podem evoluir para manifestações perigosas, se o 

tratamento não for iniciado precocemente no curso clínico. Estas tendências são 

problemáticas porque esquemas quimioterápicos atuais para LT têm eficácia limitada, 

devido uma proporção crescente de infecções resistentes ao tratamento de primeira 

linha, os antimoniatos pentavalentes (LEWNARD et al., 2014). 

No Ceará, as formas tegumentares humanas têm como agente etiológico 

principal a L. braziliensis (VASCONCELOS et al., 1988), espécie capaz de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Balasegaram%20M%5Bauth%5D
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desenvolver quadros de LCL, com lesões únicas ou múltiplas, ulceradas, e também o 

acometimento mucocutâneo (LCM), no qual pode haver, principalmente, o 

comprometimento das mucosas da orofaringe, com elevada morbidade (PEARSON et 

al., 2000). L. braziliensis ainda pode causar a forma disseminada (LD), relativamente 

rara, geralmente em pacientes imunossuprimidos, apresentando inúmeras lesões 

acneiformes, envolvendo, principalmente, face e tronco (SOUSA et al., 2006). 

A LT causada por L. braziliensis é particularmente distinguida de outra 

leishmaniose por sua cronicidade, latência e tendência à metástase no hospedeiro 

humano. Em até 5% dos pacientes, a forma mucocutânea, com metástase para a 

mucosa nasal, pode desenvolver-se devido à capacidade de L. braziliensis persistir, 

após a cura espontânea ou mediada por quimioterapia. Neste caso, a destruição do 

tecido é extensa, devido à resposta imunológica mediada por célula desencadeada pela 

replicação do parasita. Mais raramente, pode ocorrer a invasão do parasita na corrente 

sanguínea, resultando em lesões cutâneas disseminadas (SANTOS et al., 2014). 

A cura da LT é determinada clinicamente e definida pela regressão das lesões. 

No entanto, a recidiva da doença pode ocorrer durante o primeiro ano após a cura. A 

recaída consiste no aparecimento da lesão cutânea em seu antigo local ou recorrência 

de lesões da mucosa, devido ao potencial de propagação hematogênica da infecção. 

Estima-se que a recidiva de lesões cutâneas ocorre em aproximadamente 10% dos 

pacientes infectados, enquanto recidiva da lesão mucocutânea que constitui a 

complicação mais grave da LT, ocorra em 4% dos casos. A progressão da LT varia de 

acordo com fatores ambientais, características vetoriais, parasita, genética e fatores 

imunológicos do paciente. Além disso, pacientes infectados com as mesmas espécies 

de Leishmania podem desenvolver diferentes formas clínicas da LT, mesmo que 

tenham as mesmas condições nutricionais e estejam expostos aos mesmos fatores 

ambientais (SILVA et al., 2013). 

 

1.4 Tratamento das leishmanioses  

 Os medicamentos existentes disponíveis para o tratamento das leishmanioses 

são os antimôniais pentavalente - estibogluconato de sódio (Pentostam®) 

comercializado nos Estados Unidos e Europa e antimoniato de meglumina 

(Glucantime ®) utilizado na América Latina e África. Estes medicamentos são 

utilizados como drogas de primeira escolha no tratamento contra as leishmanioses 
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desde a década de 1940 (KALANTARI, et al., 2014). O mecanismo de ação dos 

antimoniais não é claro, um consenso geral é de que atuam sobre vários alvos no 

parasita como a inibição da adenosina (ATP) e guanosina trifosfato (AGP) através da 

inibição do ciclo do ácido cítrico e da glicólise, e a ativação e conversão do 

antimonial para a forma ativa da droga, trivalente (BERMAN et al. 1985; BERMAN 

et al., 1987; BERMAN et al., 1989). Acredita-se ainda que os antimoniais possam 

destruir o parasita por mecanismos diretos e indiretos, com a ajuda da resposta 

imunológica do hospedeiro (SOUZA et al., 2010; SANTOS et al., 2014). 

Contudo, apesar da eficácia, apresentam várias inconveniências, como a via de 

administração, a ocorrência de falha terapêutica na forma mucosa, tratamento 

prolongado, efeitos colaterais graves e o aparecimento de cepas resistentes a esses 

medicamentos, que tem sido um problema crescente nas áreas endêmicas para essa 

doença (BALASEGARAM et al., 2012; RODRIGUES et al., 2006; COSTA et al., 

2014). Os mecanismos de resistência aos antimoniais ainda não são claros, mas em 

geral, acredita-se que pode envolver a redução da droga em sua forma ativa, 

antimonial trivalente, captação, efluxo, ou sequestro do fármaco no parasita 

(TORRES et al., 2013).  

A quimioterapia atualmente disponível para leishmaniose está longe de ser 

satisfatória. Embora tratamentos alternativos estejam disponíveis nos últimos anos, 

como Anfotericina B lipossomal e Pentamidina, dentre outros medicamentos, mas 

todos também exibem limitações no que diz respeito à toxicidade, o custo e / ou a 

duração do tratamento (CROFT; COOMBS, 2003). Outras drogas alternativas usadas 

via oral, como o Fluconazol, continuam sendo testadas, sozinhas ou associadas aos 

antimoniais, no entanto, ainda apresentam resultados que precisam ser melhor 

avaliados (COSTA et al., 2014; SOUSA et al., 2010). No cenário atual, a 

identificação de novos compostos quimioterápicos é uma necessidade urgente, 

especialmente desde que as vacinas contra a leishmaniose ainda não estão disponíveis 

(SINGH; SUNDAR, 2012; SANTOS et al., 2014). 

Parece claro que a pretensão anterior para desenvolver um único medicamento 

ou droga que fosse eficaz contra todas as formas de leishmaniose era muito otimista. 

No entanto as espécies de Leishmania não só diferem intrinsecamente em sua 

sensibilidade às drogas, mas também os sítios viscerais e cutâneos de infecção 

impõem diferentes requisitos farmacocinéticos sobre as drogas que vão ser usadas 

(CROFT; COOMBS, 2003). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalantari%20H%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Balasegaram%20M%5Bauth%5D
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Quando se discorre sobre o tratamento da LT humana é preciso ter como meta 

a quimioterapia para a forma amastigota que é intracelular e que sobrevive e se divide 

em macrófagos teciduais. A amastigota reside dentro de um vacúolo parasitóforo que 

se assemelha a um lisossomo secundário, envolvendo uma variedade de 

transportadores que poderia mediar à captação de drogas, e assim por desempenhar 

um papel na determinação da suscetibilidade do parasita à quimioterapia (CROFT; 

COOMBS, 2003). 

Alguns alvos potenciais de drogas têm sido identificados em estudos 

bioquímicos e moleculares, e muitos têm sido validados (CROFT; COOMBS, 2003). 

Embora a abordagem tópica para o tratamento da LT seja atraente, existem alguns 

aspectos que tornam o tratamento mais complexo, o mais significante são as 

amastigotas estarem na camada mais profunda da derme dentro dos macrófagos e 

alcançar a concentração terapêutica local seria difícil (KALANTARI et al., 2014). 

A cura da leishmaniose é dependente do desenvolvimento de uma resposta 

imunológica eficaz que ativa os macrófagos a produzir metabólitos do nitrogênio e 

oxigênio para matar as amastigotas intracelulares. Levando em conta essa questão, 

estudos realizados nos anos 1980 mostraram que imunomoduladores biológicos tais 

como o IFN-γ poderiam aumentar a atividade dos antimoniais no tratamento de LV e 

LT (CROFT; COOMBS, 2003).  

  Na maioria das doenças em que um tipo de resposta imunológica 

desempenha papel na patologia, as principais citocinas envolvidas na patologia da 

doença são TNF-α e IFN-γ. Em um estudo foi demonstrado que embora ocorresse 

falha terapêutica do antimônio, o uso de pentoxifilina, um inibidor de TNF-α, que 

modula a produção de IFN-γ, resultou em um aumento da taxa de cura. Assim, a 

modulação apropriada da resposta imunológica desempenha um papel chave na 

redução da patologia associada com a resposta imunológica do tipo Th1 exagerada, 

observada na leishmaniose humana (OLIVEIRA et al., 2014). Estes resultados 

indicam que os medicamentos imunomoduladores mostram-se uma promessa como 

adjuvante da atual quimioterapia (CROFT; COOMBS, 2003). 

   Os receptores de quimiocinas são alguns dos alvos para doenças que 

acarretam respostas inflamatórias, pois regulam a inflamação e a imunidade. Por esta 

razão, ensaios clínicos envolvendo antagonistas de receptores de quimiocinas para o 

tratamento dessas condições inflamatórias começaram a surgir, recentemente 

(CHARO et al., 2006). Até agora, poucos estudos utilizando bloqueio de quimocinas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalantari%20H%5Bauth%5D
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ou tratamento com quimiocinas recombinantes para a leishmaniose foram relatados. 

Se as quimiocinas podem ser exploradas terapeuticamente para limitar a extensão de 

inflamação, e se isso seria benéfico na leishmaniose, ainda é incerto. No entanto ainda 

é necessária uma compreensão mais completa sobre o uso destes mediadores para o 

tratamento de doenças inflamatórias (TEIXEIRA et al., 2009). 

 

1.5 Mecanismos de escape 

Os parasitas vêm co-evoluindo com seus hospedeiros mamíferos e/ou 

hospedeiros invertebrados há milhares de anos. Não é de estranhar, portanto, que eles 

são bem adaptados a estes hospedeiros e vetores, muitos tornam-se persistentes, 

conseguindo se replicar em seus tecidos, subvertendo a resposta imunológica do 

hospedeiro e se espalhando para outros hospedeiros da mesma ou de outra 

espécie. Nos hospedeiros mamíferos, a Leishmania sobrevive e se replica como 

amastigota, principalmente dentro de macrófagos e para isso esses parasitas 

desenvolveram vários mecanismos de escape (ANDRADE et al., 2014).  

Leishmania secreta proteases e outras fatores que afetam as células 

imunológicas e citocinas do hospedeiro. Exemplos incluem proteína de superfície 

gp63, que tem capacidade de clivar o sistema complemento e moléculas CD4 

(WILSON; JERONIMO; PEARSON,2005; CASTELLANO, 2005). TGF-β é uma 

citocina com propriedades imunossupressores potentes que podem afetar o 

prognóstico de doenças infecciosas e autoimunes. Na leishmaniose, TGF-β pode 

aumentar a progressão, ou impedir a cura da doença em modelos murinos. Altos 

níveis de TGF-β em tecidos e células do sistema imunológico podem provocar a 

sobrevida do parasita. Alguns trabalhos mostram que Leishmania pode ser capaz de 

ativar TGF-β a partir de um precursor latente através de proteases da família da 

catepsina B (WILSON; JERONIMO; PEARSON, 2005). 

Outra forma de sobrevivência do parasita ao sistema imunológico do 

hospedeiro é a expressão de LPG, que é uma molécula multifuncional expressa 

apenas na forma de promastigota, que tem sido sugerida como promotora da 

sobrevivência do parasita através de vários mecanismos, tais como resistência à lise 

mediada pelo complemento, inibição de respostas aos reagentes oxidativos, evasão de 

fusão do fagossomo e do lisossomo e inibição de proteína quinase C (WILSON; 

JERONIMO; PEARSON, 2005; CASTELLANO, 2005). 
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A Leishmania tira proveito da fagocitose celular, uma vez que eles são micro-

organismos intracelulares obrigatórios. Assim, após a inoculação na pele de 

mamíferos pela picada dos flebotomíneos, os parasitas evoluíram para promover a sua 

própria fagocitose, explorando e ativando componentes do sistema do complemento, o 

que resulta em uma opsonização de superfície do parasita com C3bi e C3b. Ao 

mesmo tempo em que as promastigotas de Leishmania são relativamente resistentes 

contra o complexo de lise do complemento. O principal receptor responsável pela 

entrada de Leishmania em macrófagos é o receptor do complemento CR3, que pode 

mediar uma infecção precoce nos macrófagos residentes da pele (STEBUT., 2007).  

Um dos mecanismos de escape descritos também é a capacidade que 

Leishmania tem de modular a expressão de quimiocinas no hospedeiro, impedindo a 

produção de citocinas, expressão de receptores de quimiocinas, migração de células 

importantes da defesa para os sítios inflamatórios e, desta forma, impedindo o 

desenvolvimento da resposta antígeno-específica (TEIXEIRA et al., 2006).  

 

1.6 Aspectos imunopatológicos na Leishmaniose 

  Após a picada pelo flebotomíneo, as formas promastigotas recém-inoculadas 

na derme do hospedeiro são rapidamente ingeridas por células fagocíticas como 

macrófagos, células dendríticas imaturas e neutrófilos. Sabe-se que os neutrófilos são 

as primeiras células a serem recrutadas para o local da infecção e interagir com os 

parasitas da Leishmania (COSTA et al., 2013). Os macrófagos compreendem o 

principal reservatório do parasita in vivo (VON STEBUT., 2007). 

 A principal defesa do hospedeiro vertebrado contra as leishmanioses é a sua 

capacidade de ajustar a resposta imunológica mediada por célula, demonstrada pela 

proliferação de linfócitos e produção de altos níveis de IFN-γ e TNF-α, tornando-a 

capaz de controlar ou até mesmo eliminar o parasita (TEIXEIRA et al., 2006; 

BACELLAR et al., 2002; SILVA et al., 2007; SCHNORR et al., 2012 ).  A infecção 

por Leishmania induz também forte resposta humoral, mas os anticorpos 

aparentemente não desempenham nenhuma função protetora in vivo (TRIPATHI et 

al., 2007). 

Está claro que o padrão de imunidade inata nas fases iniciais da infecção é de 

grande importância para a definição da resposta imunológica celular na leishmaniose, 

principalmente referente aos polos opostos influenciados pelos subconjuntos Th1 e 
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Th2 no curso da doença (WILSON; JERONIMO; PEARSON, 2005). Neste ponto 

inicial a caracterização da célula infectada que apresenta o antígeno é um dos aspectos 

fundamentais, uma vez que a interação desta célula com o linfócito será a base para o 

desenvolvimento da resposta imunológica adquirida (ALMEIDA et al., 2003). 

O consenso geral é que IL-12, produzida por células apresentadoras de 

antígenos (APC), macrófagos e células dendríticas, possivelmente aumentada por 

outras citocinas, tais como IL-1, IL-23, IL-27 e TNF-α (STEBUT., 2007) e atuando 

também em células Natural Killer (NK), conduzem à diferenciação e proliferação de 

células Th1, levando também à produção de IFN-γ (ALEXANDER; BRYSON., 

2005.; DÍAZ; ZERPA; TAPIA, 2013). 

Durante a infecção por Leishmania, os macrófagos também são capazes de 

produzir citocinas pró-inflamatórias nos locais de infecção, contribuindo para a 

produção de TNF-α, e esta citocina pode ativar as células apresentadoras de antígeno 

para assim aumentar a capacidade das células T CD4+ produzirem IFN-γ (OLIVEIRA 

et al., 2014). 

Na LT, IFN-γ e TNF-α são as principais citocinas responsáveis pelo controle 

da multiplicação do parasita, durante as fases iniciais da infecção, no entanto,  essas 

citocinas também medeiam o dano tecidual, havendo evidências de que o aumento da 

produção de IFN-γ e TNF-α está associado com o aumento da reação inflamatória e o 

desenvolvimento das úlceras cutâneas e lesões das mucosas, apesar dos baixos 

números de parasitas detectáveis em lesões. (FIGURA 3) 

Figura 3: Modulação da resposta inflamatória 

 
Fonte: OLIVEIRA et al.,2014 
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Após a infecção por Leishmania, os macrófagos são ativados por IFN-γ, 

produzido pelas células TCD4+. A partir de iNOS2 ocorre a síntese de óxido nítrico 

(NO), que junto com IFN-γ e a ativação da enzima lisossômica, são os mediadores 

responsáveis pela morte do parasita (AWASTHI et al., 2004; STEBUT., 2007; 

ANDRADE et al., 2014). Em contraste, se ocorrer a ativação de macrófagos por TGF-

β, isso proporcionará um ambiente favorável para a proliferação de Leishmania. Com 

efeito, os macrófagos alternativamente ativados por TGF-β preferencialmente 

induzem a atividade da arginase responsável pela replicação do parasita (SANTOS et 

al.,2014) (FIGURA 4). 

 

Figura 4: Mecanismos que influenciam a expansão de diferentes células TCD4+ 

como parte da resposta imunológica adaptativa à infecção por Leishmania major. 

 

  

 

 

                 Fonte: ALEXANDER; BROMBACHER., 2012 

Mecanismos microbicidas adicionais, tais como nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato (NADPH) e a produção de superóxido dependente da oxidase 

podem ser moléculas efetoras importantes contra Leishmania e para as espécies que 

são resistentes aos efeitos antimicrobianos de NO. A NADPH oxidase é um complexo 

de enzima ligada à membrana que, quando ativado, gera o radical livre superóxido 

reativo (CORLEY et al., 2014).  

Na infecção por L. braziliensis em humanos, tem sido mostrado que o 

equilíbrio entre citocinas como IFN-γ e IL-10 é determinante para a cura das lesões ou 
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para a persistência do parasita. Acredita-se que esse equilíbrio pode estar fortemente 

influenciado pelo balanço entre as respostas de células T específicas efetoras e 

reguladoras (SALHI et al., 2008; SILVA et al., 2007). 

A presença de células T reguladoras (naturais e induzíveis) em lesões de 

pacientes com LT tem sugerido o papel dessas células na patologia da doença, através 

da produção de IL-10 e TGF-β, mas também no controle da resposta imunológica, 

causando a desativação dos mecanismos de morte dos macrófagos, e levando à 

persistência do parasita (SANTOS et al., 2014). Estas citocinas também 

desempenham papel imunomodulador à produção de citocinas inflamatórias, 

prevenindo a inflamação e danos nos tecidos subsequentes, na fase tardia da resposta 

imunológica (OLIVEIRA et al., 2014).  

A susceptibilidade à L. major em modelos murinos, na maior parte dos casos, 

está apoiada na produção precoce de IL-4, que promove o desenvolvimento de lesões 

durante

   

 as fases iniciais da infecção. Enquanto isso, a persistência a longo prazo de L. 

major em linhagens de camundongos resistentes parece ser mediada pela produção de 

IL-10. Um estudo realizado em modelo murino sugere fortemente que um mecanismo 

dependente de IL-4 é responsável pela reduzida capacidade de resposta à IL-12 e, 

consequentemente, uma resposta Th1 prejudicada em hospedeiros infectados com  

L. amazonensis (VASQUEZ; XIN; SOONG, 2007). IL-4 e IL-10 possuem efeito anti-

inflamatório, contrabalanceando o efeito de IFN-γ e TNF–α na infecção por 

Leishmania. No entanto, os níveis destas citocinas são expressos de forma diferente, 

dependendo da forma clínica da doença (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; SILVA 

et al., 2007). 

Em seres humanos, a resposta imunológica desempenha um papel essencial na 

patogênese da leishmaniose. Os perfis de citocinas produzidos por células T estão 

associados com o processo de cura ou com o desenvolvimento da doença, bem como 

os mecanismos de proteção. O polo da doença observado na LCD é caracterizado por 

uma elevada produção de citocinas anti-inflamatórias, tais como IL-10, IL-4 e IL-2, 

mas não há nenhuma produção de IFN-γ mediante estímulo in vitro  com antígenos de 

Leishmania. Na LCM, o polo responsivo da doença, as células de pacientes mostram 

uma resposta imunológica exacerbada com um DTH positivo, levando a evidência de 

que a destruição do tecido observada em LCL e LCM está relacionada com a resposta 

imunológica, uma vez que o número de parasitas presentes nas lesões é muito baixo 

(OLIVEIRA et al., 2014). Em contraste, os níveis mais baixos de IFN-γ e TNF-α são 
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observados em indivíduos que não desenvolveram a doença após a infecção por 

Leishmania, considerados indivíduos assintomáticos ou subclínicos (SILVA et al., 

2007). 

A Leishmania certamente questiona a simplicidade da premissa básica, do 

paradigma Th1 / Th2 de resistência / suscetibilidade à infecção intracelular com o 

duelo entre INF-γ e IL-4. Trabalhos mostram a identificação de outras populações de 

células T que podem influenciar significativamente nos resultados da doença, estas 

incluem populações de células T CD4+  reguladoras, e outras populações de células T 

CD4+ auxiliar, tais como Th17, Th9 e Th folicular (ALEXANDER; BROMBACHER, 

2012). Estudos mostram que a citocina IL-17 também está expressa a um nível mais 

elevado no sangue e tecidos da mucosa de pacientes com leishmaniose cutânea, 

sugerindo sua associação com a patologia da leishmaniose humana (OLIVEIRA et al., 

2014). 

A cura de uma infecção primária não está associada com a completa 

eliminação de todos os parasitas do organismo, o que pode ser problemático, uma vez 

que po

 

As quimiocinas (citocinas quimiotáticas) são pequenas proteínas que guiam o 

ente estudada 

por cau

10). 

de resultar na reativação da doença. Por outro lado, tem sido mostrado que a 

persistência do antígeno é importante para a manutenção de células T de memória no 

modelo de leishmaniose cutânea (VON STEBUT, 2007). 

 

1.7 Quimiocinas na leishmaniose e o papel de CXCL10

curso de leucócitos circulantes para os locais de inflamação. Originalm

sa de seu papel na inflamação, as quimiocinas e seus receptores são agora 

conhecidos por desempenhar um papel crucial, em parte por conduzir o movimento de 

células mononucleares por todo o corpo, gerando a resposta imunológica adaptativa e 

contribuindo para a patogênese de uma variedade de doenças (CHARO et al., 2006). 

As quimiocinas afetam as células através da ativação de receptores de superfície que 

são de domínio transmembranar (CHARO et al., 2006; LIU et al., 2011). A ligação do 

receptor de quimiocina conduz a numerosas vias de transdução de sinal, resultando 

numa variedade de funções biológicas, incluindo ativação de integrinas e a migração 

das células para os seus respectivos sítios de infecção (OGHUMUS et al., 2010). 

As quimiocinas e seus receptores foram demonstrados como tendo um papel 

crucial na determinação do resultado da leishmaniose (OGHUMUS et al., 20
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Durant

 (proteína induzida-10 [IP-10]) é uma 

pequen

éculas de adesão e receptores de quimiocinas. 

Sabe-se

, que por sua vez induz o 

recruta

e a infecção por Leishmania, o infiltrado inflamatório é composto de células 

polimorfonucleares (PMN) e macrófagos. Os PMNs que contêm parasitas de 

Leishmania produzem CXCL8 (IL-8) e CCL4 [proteína inflamatória de macrófagos 

(MIP) 1β], que são essenciais para o recrutamento de macrófagos e PMN para o local 

da infecção (DÍAZ; ZERPA; TAPIA, 2013). 

 Atualmente, aproximadamente 50 quimiocinas humanas e 20 receptores de 

quimiocinas foram caracterizados. CXCL10

a molécula que é secretada principalmente por leucócitos, neutrófilos, 

eosinófilos, monócitos, células do estroma e queratinócitos em resposta a estímulos, 

tais como infecções virais, parasitarias, bacterianas ou até mesmo em resposta a outras 

citocinas. A função biológica de CXCL10 envolve o recrutamento de monócitos, e 

células T para os sítios de inflamação (VARGAS-INCHAUSTEGUI et al., 2009). 

Altos níveis de CXCL10 têm sido observados e relatados em fluidos corporais de 

indivíduos infectados por vírus, bactérias, fungos e parasitas, o que pode indicar um 

papel importante dessa quimiocina na patogênese de doenças causadas por esses 

micro-organismos (LIU et al., 2011).  

O recrutamento de células T virgens e de memória para o tecido periférico é 

mediada por uma combinação de mol

 também que as citocinas estão diretamente envolvidas na produção de 

quimiocinas. De fato, IL-12 é necessária para a indução de quimiocinas relacionadas 

com a resposta Th1, tais como XCL1 (linfotactina), CXCL10 e CCL2 [proteína 

quimioatractiva de monócitos (MCP)]. IFN-γ induz seletivamente CXCL10 e CXCL9 

(monocina induzida por IFN-γ). Outras quimiocinas, tais como CXCL5 (RANTES) e 

CCL11 (eotaxina) têm sido associadas a uma resposta Th2 (DÍAZ; ZERPA; TAPIA, 

2013). IL-17 também pode induzir a expressão de uma variedade de citocinas e 

quimiocinas a partir de células epiteliais e células endoteliais vasculares, incluindo IL-

6, GM-CSF, e CXCL10 (STEINKE; BORISH., 2006). 

O fato de células Th1 produzirem IFN-γ, o qual induz a produção por 

diferentes tipos de células que produzem CXCL10

mento de outras células Th1, sugere a existência de uma retroalimentação 

positiva entre a produção de IFN-γ por células Th1 e células produtoras de CXCL10 

residentes (LIU et al., 2011) Além disso, CXCL-10 tem sido reportado como capaz de 

promover a atividade quimiotática, regulação do crescimento de células e proliferação 

da angiogênese em doenças infecciosas e também no câncer . CXCL10 liga-se com 
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elevada afinidade a CXCR3, um receptor conhecido por ser expresso em várias tipos 

de células na linhagem hematopoiética, incluindo, as células T, células NK, 

macrófagos e DCs (LIU et al., 2011 ). Todos os três ligantes do receptor CXCR3 

(CXCL9, CXCL10 e CXCL11) foram demonstrados induzirem a quimiotaxia em 

diferentes tipos de células do sistema imunológico (LIU et al., 2011).  

CXCL10 pertence, portanto, a uma grande subpopulação de citocinas que são 

mediadores cruciais para a função de leucócitos, polarização de células Th1, ativação 

e circu

da composição do 

infiltra

 vários tipos 

celular

 et al., 2011). Em um 

estudo,

lação de células envolvidas nas respostas inflamatórias, tais como células NK, 

macrófagos, células dendríticas e linfócitos B (CHARO et al., 2006; GIUDICE et al., 

2012). CXCL10 é também uma molécula pleiotrópica capaz de exercer funções 

biológicas potentes, incluindo, além da promoção da atividade quimiotática, indução 

de apoptose, regulação do crescimento celular e proliferação bem como a angiogênese 

em doenças infecciosas, inflamatórias e câncer (LIU et al., 2011).  

A infecção por Leishmania induz a expressão de vários genes de quimiocinas 

no hospedeiro sendo essas moléculas críticas para a definição 

do celular inicial, e do eventual estabelecimento da doença (GIUDICE et al., 

2012). Diante disso, estudos demonstraram que a expressão de quimiocinas e de seus 

receptores nas células do hospedeiro infectado por Leishmania pode ser um meio de 

facilitar a capacidade dos anfitriões conter o parasita no local de inoculação e montar 

uma resposta imunológica eficaz. Além disso, o recrutamento celular induzido por 

quimiocinas pode ativar várias populações de células, auxiliando a participação das 

mesmas na imunidade mediada por células (OGHUMUS et al., 2010).  

CXCL10 se liga com alta afinidade ao receptor CXCR3, um receptor 

transmembranar acoplado à proteína G (GPCR) que é expresso em

es, incluindo células T CD4+ e CD8+ ativadas e de memória, células NK, e 

algumas subpopulações de células dendríticas (GIUDICE et al., 2012). Essa interação 

tem mostrado um aumento da atividade quimiotática através de várias vias de 

sinalização tais como p38 / MAPK e PI3K (LIU et al., 2011). 

A poderosa ação quimiotática de CXCL10 em linfócitos ativados permite 

modular tanto a imunidade inata quanto a adaptativa (LIU

 as lesões de pacientes com LC mostraram aumento da expressão de CCL2, 

CXCL9 e CXCL10. No entanto, as moléculas CXCL9, CXCL10 e TNF-α, que são 

altamente expressos no tecido desses pacientes, podem participar da reação 
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inflamatória, podendo levar ao dano tecidual observado na LC e LMC (GIUDICE et 

al., 2012). 

 Os paradigmas de proteção e patogênese estabelecidos para a leishmaniose do 

 hospedeiras para a Leishmania intracelular, 

sendo 

imiocinas no controle de infecções por 

Leishm

CL10 foi a única quimiocina mais fortemente 

dos realizados em camundongo utilizando CXCL10 recombinante teve 

mo e

Velho Mundo não são necessariamente verdadeiros para a leishmaniose do Novo 

Mundo. Foi mostrado que o controle das lesões de pele desenvolvidas por L. 

braziliensis é acompanhado pela expressão de um largo espectro de quimiocinas que 

são conhecidos por atrair neutrófilos, monócitos / macrófagos, células NK e células T 

CD4+ e CD8+ (ROCHA et al., 2007). 

Os macrófagos são as células

cruciais para o desfecho da doença. No entanto, muito pouco se sabe sobre o 

comportamento dos macrófagos na infecção por Leishmania nos humanos. Além de 

apresentar antígenos para células T, os macrófagos secretam quimiocinas e citocinas 

envolvidas na resposta inflamatória, como o IL-1β e TNF-α em resposta a infecção 

por Leishmania (GIUDICE et al., 2012).  

O potencial terapêutico das qu

ania vem sendo recentemente explorado. Um estudo realizado em MΦ murino 

demonstrou que CXCL10 poderia ter atividade leishmanicida, resultando numa 

significativa redução do parasita in vitro. Destacando ainda mais a capacidade de 

CXCL10 agir em vários tipos de células para exercer atividades pró-inflamatórias 

(VASQUEZ; XIN; SOONG, 2008).  

 Foi observado ainda que CX

expressa nas lesões induzidas por LT em camundongos infectados por L. braziliensis 

e sua expressão foi correlacionada com a produção de IFN-γ mais cedo no linfonodo 

de drenagem da lesão e com o maior número de células NK nas lesões (TEIXEIRA et 

al., 2005). 

  Estu

co feito o aumento da atividade citotóxica em células NK (Muller et al., 2001). 

Tratamento similar de camundongos susceptíveis reduziu significativamente a carga 

parasitária em infecção por L. amazonensis (Vasquez; Soong, 2006). Outro estudo 

utilizando camundongos com LT causada por L. braziliensis e pré-tratados com 

CXCL10 mostrou resultados muito interessantes: os animais tratados com CXCL10 

desenvolveram lesões menores, e menor carga parasitária no linfonodo de drenagem 

da lesão, quando comparados com os animais controle (GUERRA, 2013). 
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O mecanismo de produção e regulação de CXCL10 poderia auxiliar na 

geração de intervenções terapêuticas em doenças humanas. Os recursos 

multifuncionais de CXCL10 o tornam um alvo promissor para o tratamento de 

diversas doenças, inclusive das leishmanioses. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 A leishmaniose é uma doença antropozoonótica considerada negligenciada, 

tornando-se um dos principais problemas de saúde pública. Estima-se que haja 12 

milhões de pessoas infectadas em todo mundo, no entanto, os tratamentos disponíveis 

para as leishmanioses não são satisfatórios e apresentam várias inconveniências, uma 

delas, bastante preocupante atualmente é a resistência às drogas de primeira escolha, 

os antimoniais. Desta forma o tratamento da leishmaniose ainda constitui um desafio 

para a ciência, estimulando a identificação de novos compostos quimioterápicos mais 

eficientes e menos tóxicos.  

A administração de quimiocinas exógenas (entre elas CXCL10) tem mostrado 

resultados promissores no tratamento contra as leishmanioses. CXCL10 surge como 

um potencial alvo para a imunoterapia na leishmaniose cutânea, uma vez que é uma 

quimiocina conhecida por favorecer o recrutamento e a ativação de células 

polarizadas para Th1, células NK, ambas as células produtoras de IFN-γ.  

Este trabalho foi realizado com a finalidade de avaliar se o tratamento de 

CXCL10 e sua associação com Glucantime em macrófagos infectados com cepa de L. 

braziliensis isolada de paciente refratário ao tratamento com antimônio seriam 

capazes de induzir uma imunomodulação da resposta inflamatória.  
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3. OBJETIVOS  

 

3.1  Objetivo Geral 

 

Avaliar o efeito imunomodulador in vitro de CXCL10 e sua associação com 

Glucantime na infecção de macrófagos por cepa de Leishmania braziliensis refratária 

ao tratamento com antimônio. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

1. Avaliar a infecção de macrófagos por cepa de L. braziliensis quando 

tratados com CXCL10;  

 

2. Determinar a produção dos mediadores inflamatórios TNF-α, IL-12, IL-4, 

IL10, TGF-β e óxido nítrico (NO), em macrófagos infectados por cepa de L. 

braziliensis e tratados com CXCL10; 

 

 3. Relacionar as diferentes concentrações de CXCL10 com a carga parasitária, 

produção de citocinas e NO. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 Desenho Experimental 

 
 

4.2 Reagentes e Meios de cultura 

 
- CXCL10 recombinante de camundongo (ThermoScientific, Waltham, MA, 

USA) foi reconstituído com água ultra pura (Invitrogen, Life Technologies, Grand 

Island, NY, USA) na concentração de 1 mg/mL. Alíquotas de 10 µg/mL foram 

conservadas a -20°C até o uso. Para os experimentos, a proteína foi diluída com PBS.  

 
 - Meio Schneider (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). O meio Schneider foi 

suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF – Gibco, Grand Island, NY), urina 

humana estéril a 2% e antibióticos (100U/mL de penicilina e 100µg/mL de 

estreptomicina). Será mencionado como Schneider suplementado o meio contendo os 

componentes conforme descrito acima, e como Schneider aquele utilizado sem 

suplementos. 

- Meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich). Suplementado com 20% de SBF, 50 µM 

de 2-mercaptoetanol, 2 mM L-glutamina, e antibióticos (100 U/mL de penicilina, 100 

µg/mL de estreptomicina). Será mencionado como RPMI suplementado o meio 

contendo todos os componentes acima e como RPMI aquele utilizado sem 

suplementos. 

 
 - Meio McNeal, Novy & Nicolle (N.N.N). Meio ágar sangue a 10%, foi 

suplementado com meio Schneider e antibióticos (100 U/mL de penicilina e 100 

µg/mL de estreptomicina). 
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4.3 Parasitas 

A cepa de L. braziliensis (LCTP 393) foi gentilmente cedida pelo Dr. Roque P. 

Almeida, da Universidade Federal de Sergipe. A cepa de L. braziliensis LTCP393 foi 

isolada a partir de um paciente do sexo masculino de 26 anos de idade que 

apresentava várias lesões de pele que variavam em tamanho e com presença de 

doença mucosa. O paciente foi tratado com vários cursos de antimônio, pentoxifilina e 

anfotericina B ao longo de um período de 20 anos antes de ser curado. Após testes in 

vitro a LTCP 393 é referenciada como parasita resistente ao antimônio e NO (COSTA 

et al., 2011). Os parasitas foram cultivados in vitro a 250C em tubos de ensaio com 

meio N.N.N. e meio Schneider suplementado (Sigma-Aldrich). Para os experimentos, 

foram utilizadas promastigotas até a 5a passagem de cultivo. As promastigotas foram 

submetidas a três ciclos de lavagem com salina estéril gelada, com centrifugação a 

3.000 rpm, por 15 min a 4ºC e ajustadas com meio RPMI para as concentrações 

desejadas em cada experimento. A viabilidade dos parasitas foi analisada pela 

motilidade dos mesmos. 

 

4.4 Isolamento, cultura, infecção e tratamento de macrófagos murinos 

Macrófagos peritoneais de camundongos Swiss foram estimulados 

previamente in vivo com tioglicolato 3%, via intraperitoneal, e após 48h os animais 

foram eutanasiados, a cavidade peritoneal foi lavada com 10 mL de RPMI + Heparina 

(10U/mL) para a obtenção dos macrófagos (Oliveira et al., 2005) . Em seguida, as 

células foram submetidas à centrifugação de 1.500 rpm, por 15 min, a 5ºC, a 

suspensão foi ajustada em meio RPMI suplementado, distribuídos em placas de 24 

poços, cada poço contendo uma lamínula de vidro redonda de 23 milímetros (1 x106 

células/lamínula). Os macrófagos foram desativados após incubação por 48h em 

estufa com 5% de CO2 a 370C e 95% de umidade. As células não aderidas foram 

removidas por lavagem (3 vezes) com RPMI morno e cultivadas com meio RPMI 

suplementado na ausência ou presença de L. braziliensis, numa proporção de 10 

parasitas para 1 célula (10:1) por 12h, tempo suficiente para que ocorresse a infecção. 

Os parasitas extracelulares foram removidos por lavagem (3 vezes) com RPMI morno 

(KARMAKAR et al., 2011). Após esse período as células foram tratadas com 32 

mg/mL de antimônio pentavalente (Glucantime), mesma droga utilizada para o 
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tratamento do paciente de onde a cepa foi isolada, CXCL10 (25, 50 e 100 ng/mL) e 

LPS (20 ng/mL; controle positivo) e em seguida, foram cultivadas durante 24h e 48h 

a 370C, 5% CO2
 e 95% de umidade. Os sobrenadantes das culturas foram coletados 

com 24h e 48h para a dosagem de citocinas e NO. 

  

4.5 Determinação da taxa de infecção de macrófagos 

Para quantificar o nível de infecção dos macrófagos, as lamínulas contendo as 

células foram lavadas com salina, e em seguida, fixadas e coradas com corante 

Giemsa (Sigma-Aldrich). As lamínulas coradas foram montadas em lâminas de vidro 

e examinadas em microscopia óptica a uma ampliação de 100x em óleo de 

imersão. Áreas de 50 células foram examinadas e o número de amastigotas/ 50 células 

foi determinado. Os tratamentos não foram determinados para o indivíduo que fez a 

contagem das lâminas (realizado de maneira cega). 

 

4.6 Dosagem de citocinas 

A produção de IL-4, IL-10, TGF-β, IL-12 e TNF-α nos sobrenadantes obtidos 

da cultura de células foi determinada utilizando-se a técnica ELISA, como 

recomendado pelo fabricante dos kits (BD Biosciences, San José, CA, USA). 

Brevemente, placas de 96 poços, fundo chato (Nunc), foram sensibilizadas por 12 a 

18 h com o anticorpo de captura anti-citocina purificado na concentração 

determinada, a 4ºC. A placa foi lavada, utilizando-se solução de lavagem (PBS com 

Tween 20 a 0,05%), e em seguida foi realizado bloqueio com PBS e soro bovino fetal 

(SBF 10%), seguido de incubação por 1 hora à temperatura ambiente. Após lavagem 

com PBS + Tween 20, foram adicionados o padrão e as amostras em duplicata e, em 

seguida, a placa foi incubada novamente por 2h. No caso de TGF-β, foi feita a 

ativação das amostras em placa a parte, como descrita pelo fabricante do kit. Após 

lavagem com PBS + Tween 20, a placa foi incubada por mais 1h com o anticorpo de 

detecção conjugado à enzima peroxidase. Após isso, a placa passou por nova lavagem 

e o substrato foi adicionado. A placa foi incubada por 30 minutos, à temperatura 

ambiente e protegida da luz. A reação foi finalizada com ácido fosfórico (1:20) e a 

leitura realizada em leitor de ELISA (Molecular DevicesCorp.; Sunnyvale, CA, 
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USA), usando filtro de 450nm. Os resultados foram analisados utilizando-se o 

programa Softmax PRO (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

 

4.7 Dosagem de óxido nítrico (NO) 

Sobrenadantes da cultura de macrófagos foram testados para detectar a 

liberação de NO sob a forma de nitrito (NO2) pela reação de Griess (GREEN et al., 

1990). Os sobrenadantes em duplicata foram incubados com o reagente de Griess (1:1 

v/v), recém-preparado, por 10 min à temperatura ambiente. A absorbância foi medida 

em espectrofotômetro a 540 nm e a concentração de NO2 determinada usando uma 

curva padrão de nitrito de sódio e expressa como µmol/mL. Para evitar interferência 

por NO2, possivelmente presente no meio, foi adicionado um branco para cada 

experimento, utilizando RPMI suplementado, meio utilizado na cultura das células. 

 

4.8 Análise estatística 

Para verificar a significância estatística entre os grupos tratados e o grupo 

controle foi aplicado o teste de normalidade e como a distribuição foi normal, foi 

utilizado o teste Mann-Whitney. Para as comparações entre múltiplos grupos foi 

realizado o teste one-way ANOVA, seguido pelo post-test Bonferroni. Os testes foram 

realizados utilizando o Programa GraphPad Prism versão 5,0. Em todos os testes 

utilizados, a significância mínima foi aceita quando p< 0,05. 

 

4.9 Aspectos Éticos 

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética em Pesquisa 

em Animais (CEPA) da Universidade Federal do Ceará, registro no. 78/13 (anexo 1). 
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5. RESULTADOS  

 

5.1 – Avaliação da infecção de macrófagos in vitro 

 

Para avaliar se CXCL10 era capaz de induzir uma diminuição da infecção dos 

macrófagos in vitro, macrófagos peritoneais de camundongos Swiss foram cultivados; 

infectados com promastigotas de L. braziliensis (10 parasitas: 1 macrófago) e tratados 

com CXCL10, Glucantime, LPS e a associação de CXCL10+Glucantime, e seus 

sobrenadantes coletados com 24h e 48h. 

A observação das lâminas obtidas mostrou que, após 24h, o tratamento com 

CXCL10, nas três concentrações utilizadas, resultou em uma redução estatisticamente 

significante da carga parasitária que variou entre 70,5% a 95%, quando comparado 

com o controle não tratado (Gráfico 1A, Figura 5B e Figura 5D). No tempo 

equivalente o resultado da associação de CXCL10+Glucantime, variou na redução da 

infecção dos macrófagos de 92,4% a 95,0%, mostrando semelhança ao tratamento 

com CXCL-10 sozinho (Figura 5E).  

O tratamento com Glucantime apresentou redução na carga parasitária de 

74,0% quando comparado ao controle no primeiro tempo avaliado. Vale salientar que 

CXCL10 mostrou-se mais eficiente para diminuir a infecção dos macrófagos nas 

concentrações de 25ng/mL (89,7%) e 50ng/mL (95,0%) que Glucantime (74,0%) 

(Gráfico 1A, Figura 5C). A associação de CXCL10+Glucantime apresentou também 

esse mesmo aspecto de eficiência na redução da carga parasitária intracelular nas três 

concentrações de CXCL-10 utilizadas ([25ng/mL;92,4%], [50ng/mL;95,0%], [100 

ng/mL; 94,2%])  (GRÁFICO 1B, Figura 5E). 

Após 48h do tratamento, os resultados mostraram que CXCL10 manteve a 

redução no número de parasitas intracelulares, nas concentrações utilizadas 

([25ng/mL;77,5%], [50ng/mL;83,4%], [100 ng/mL; 76,2%]) quando comparados com 

o controle (Gráfico 1C).  Interessante observar que no tempo avaliado a concentração 

de 50ng/mL, CXCL10 reduziu 17 vezes mais o número de parasitas intracelulares que 

Glucantime. A associação de CXCL10+Glucantime manteve a mesma redução de 

parasitas apresentada no primeiro tempo avaliado (Gráfico 1D).  
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Gráfico 1. Carga parasitária em macrófagos murinos infectados com Leishmania 
braziliensis resistente ao antimônio e tratados com CXCL10. 
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Fonte: Elaborado pelos autores. Macrófagos peritoneais de camundongos Swiss foram infectados com 

promastigotas de L. braziliensis (10 parasitas: 1 macrófago). Após 12 h de infecção as células foram 

tratadas in vitro com CXCL10 (25, 50 e 100 ng/mL). Após 24 e 48h de incubação, o número de 

amastigotas por 50 macrófagos foi determinado em microscópio óptico. Os dados representam a média 

aritmética ± erro padrão. LEGENDA: LB – Leishmania braziliensis; LPS – Lipopolissacarídeo; Glu – 

Glucantime; CX 25 – CXCL-10 (25ng/mL); CX 50 – CXCL-10 (50ng/mL); CX 100 – CXCL-10 

(100ng/mL). 
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Figura 5. Fotomicrografia de macrófagos murinos infectados com Leishmania 
braziliensis resistente ao antimônio e tratados com CXCL10. 

 

Fonte: Elaborado pelos autores. A- Macrófagos (MΦ) sem infecção; B- MΦ + L. braziliensis 
(Lb) sem tratamento; C- MΦ + L. braziliensis + Glucantime; D- MΦ + Lb + CXCL10 (50 
ng/mL); E- MΦ + Lb + [Glucantime + CXCL10 (50 ng/mL)].  Aumento 1000X                                                                 

 

5.2  Avaliação da concentração de óxido nítrico (NO) 

Todas as concentrações de CXCL10 utilizadas neste trabalho induziram 

produção de NO nos macrófagos de maneira semelhante à observada para LPS. Essa 

produção aumentou com 48h pós-tratamento. Glucantime induziu de forma inferior a 

produção de NO, quando comparado ao tratamento com CXCL10 sozinho, 

apresentando o mesmo perfil que o controle não tratado (Gráfico 2). A associação de 

CXCL10+Glucantime, ao contrário apresentou uma dinâmica diferente, com aumento 

de NO nas primeiras 24h de infecção e que não se manteve com 48h. 
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Gráfico 2. Concentração de óxido nítrico por macrófagos murinos infectados 

comLeishmania braziliensis resistente ao antimônio e tratados com CXCL10. 

 

Fonte: Elaborado pelos autores. Macrófagos peritoneais foram isolados de camundongos Swiss e 

infectados com promastigotas de L. braziliensis (10 parasitas: 1 macrófago). Após 12 h de infecção as 

células foram tratadas in vitro com CXCL10 (25, 50 e 100 ng/mL), LPS (20 ng/mL) e Glucantime (32 

mg/mL). Os sobrenadantes das culturas foram coletados com 24 e 48 h para a dosagem de NO. Os 

dados representam a média aritmética ± erro padrão. (*p<0,05; **p<0,01; ***, p<0,001). Leish = 

Leishmania, Glu = Glucantime. 

 

5.3 Produção de citocinas pró-inflamatórias 

Uma vez que a proteção do hospedeiro na leishmaniose é dependente da 

ativação de células T CD4+ produtoras de citocinas com perfil Th1, como IL-12 e 

TNF-α, investigou-se se o tratamento com CXCL10 in vitro induzia a produção destas 

citocinas em macrófagos murinos infectados com L. braziliensis. A produção de TNF-

α pelos macrófagos parasitados e tratados com Glucantime foi inibida quando 

comparado com os macrófagos parasitados e tratados com CXCL10, esta produção 

aumentou em função da concentração de CXCL10 usada nas primeiras 24h (Gráfico 

3). Foi observado que com 48h a produção de TNF-α aumentou para as concentrações 

de 25ng/mL e 100ng/ml enquanto que a concentração de 50ng/ml permaneceu 

inalterada. Vale ressaltar que o aumento de TNF-α observado na concentração de 
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100ng/ml de CXCL10 foi significante quando comparado ao Glucantime e ao 

controle (p< 0,001). A produção pelo estímulo Glucantime de TNF-α aumentou 

também com o tempo, porém permanecendo inferior aos grupos tratados com 

CXCL10 (25ng/mL, 50ng/ml e 100ng/ml) (Gráfico 3). O tratamento com a associação 

Glucantime + CXCL10 induziu concentração de TNF-α menor que CXCL10 em 

ambos os tempos avaliados, entretanto, significativamente maior que Glucantime nas 

primeiras 24h quando  utilizadas as concentrações de 50 e 100 ng/mL de CXCL10, 

embora com 48h esse resultado não seja estatisticamente significante o tratamento 

com Glucantime + CXCL10 100ng/ml permaneceu com uma concentração de TNF-α 

superior ao tratamento com Glucantime. 

 

Gráfico 3. Concentração de TNF-α por macrófagos murinos infectados com 

Leishmania braziliensis resistente ao antimônio e tratados com CXCL10. 
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Fonte: Elaborado pelos autores. Macrófagos peritoneais foram isolados de camundongos Swiss e infectados 

com promastigotas de L. braziliensis (10 parasitas: 1 macrófago). Após 12 h de infecção as células foram 
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tratadas in vitro com CXCL10 (25, 50 e 100 ng/mL), LPS (20 ng/mL) e Glucantime (32 mg/mL). Os 

sobrenadantes das culturas foram coletados com 24h e 48h para a dosagem de citocinas. Os dados 

representam a média aritmética ±  erro padrão. (*p<0,01; **p<0,001; ***, p<0,0001). MO = macrófagos 

infectados, Glu = Glucantime, CX = CXCL10. 

A produção IL-12 manteve o mesmo perfil que a observada para TNF-α. Nas 

primeiras 24h pós-tratamento as concentrações de CXCL10 que obtiveram maiores 

produções foram 50ng/ml e 100ng/ml, no entanto, para a concentração de 25ng/mL a 

produção de IL-12 foi semelhante à apresentada pelo Glucantime. O tratamento com a 

associação Glucantime+CXCL10 só obteve uma produção mais alta quando foi 

utilizado 100ng/ml de CXCL10 que foi significante quando comparado ao 

Glucantime (Gráfico 4). Observou-se que com 48h a produção de IL-12 manteve-se 

praticamente inalterada, apresentando uma pequena queda para o tratamento com 

CXCL10 50ng/ml. Interessante que o aumento de IL-12 observado na concentração 

de 100ng/ml de CXCL10 foi significante quando comparado ao Glucantime e ao 

controle (p< 0,001). No segundo tempo avaliado a associação Glucantime+CXCL10 

manteve a produção de IL-12 inalterada para as concentrações de CXCL10 25 ng/ml e 

50ng/ml com uma queda nessa produção quando utilizado Glucantime+CXCL10 

100ng/ml, levando assim, a uma produção de IL-12 semelhante a observada com o 

Glucantime (Gráfico 4). 

Gráfico 4. Concentração de IL-12 por macrófagos murinos infectados com 

Leishmania braziliensis resistente ao antimônio e tratados com CXCL10. 
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Fonte: Elaborado pelos autores. Macrófagos peritoneais foram isolados de camundongos Swiss e infectados 
com promastigotas de L. braziliensis (10 parasitas: 1 macrófago). Após 12 h de infecção as células foram 
tratadas in vitro com CXCL10 (25, 50 e 100 ng/mL), LPS (20 ng/mL) e Glucantime (32 mg/mL). Os 
sobrenadantes das culturas foram coletados com 24h e 48h para a dosagem de citocinas. Os dados 
representam a média aritmética ± erro padrão. (*p<0,01; **p<0,001; ***, p<0,0001). MO = macrófagos 
infectados, Glu = Glucantime, CX = CXCL10. 

5.4  Produção de citocinas anti-inflamatórias 

 Em relação às citocinas anti-inflamatórias, os resultados mostraram que nas 

primeiras 24h o tratamento com Glucantime teve uma elevada produção de IL-4, 

enquanto que o tratamento com CXCL10 mostrou redução dessa citocina a medida 

que as concentrações foram aumentando (p<0,01; p<0,001; p<0,0001). A associação 

entre Glucantime+CXCL10 obteve uma redução na produção desta citocina, maior 

que o tratamento com CXCL10 sozinho nesse mesmo tempo (p<0,0001). Mais 

tardiamente, 48h pós-infecção, a concentração de IL-4 apresentou um queda, embora 

não estatisticamente significante, nos grupos tratados com Glucantime, CXCL10 e 

com associação Glucantime + CXCL10 (Gráfico 5). 

Gráfico 5. Concentração de IL-4 por macrófagos murinos infectados com Leishmania 

braziliensis resistente ao antimônio e tratados com CXCL10. 
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Fonte: Elaborado pelos autores. Macrófagos peritoneais foram isolados de camundongos Swiss e infectados 
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com promastigotas de L. braziliensis (10 parasitas: 1 macrófago). Após 12 h de infecção as células foram 
tratadas in vitro com CXCL10 (25, 50 e 100 ng/mL), LPS (20 ng/mL) e Glucantime (32 mg/mL). Os 
sobrenadantes das culturas foram coletados com 24h e 48h para a dosagem de citocinas. Os dados 
representam a média aritmética ± erro padrão. (*p<0,01; **p<0,001; ***, p<0,0001). MO = macrófagos 
infectados, Glu = Glucantime, CX = CXCL10. 

Nas primeiras 24h o tratamento com CXCL10 induziu alta produção de IL-10 

apenas nas concentrações de 50ng/mL e 100ng/mL, nenhum outro grupo conseguiu 

induzir uma secreção tão significante. (Gráfico 6). Após 48h de infecção, ocorreu uma 

indução 3 vezes maior na produção de IL-10 pelas células tratadas com CXCL10 nas 

concentrações de 50ng/mL e 100ng/mL (p<0,0001) quando comparado com aquelas 

tratadas com o antimônio. A produção de IL-10 induzida por Glucantime manteve-se 

estável em ambos os tempos avaliados (Gráfico 6). Diferentemente de CXCL10, a 

associação Glucantime + CXCL10 não induziu altas concentrações de IL-10 nos dois 

tempos avaliados, e com 48h foram significativamente menores que aquelas induzidas 

por Glucantime (p< 0,0001) (Gráfico 6). 

Gráfico 6. Concentração de IL-10 por macrófagos murinos infectados com 

Leishmania braziliensis resistente ao antimônio e tratados com CXCL10. 
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Fonte: Elaborado pelos autores. Macrófagos peritoneais foram isolados de camundongos Swiss e 
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infectados com promastigotas de L. braziliensis (10 parasitas: 1 macrófago). Após 12 h de infecção as 
células foram tratadas in vitro com CXCL10 (25, 50 e 100 ng/mL), LPS (20 ng/mL) e Glucantime (32 
mg/mL). Os sobrenadantes das culturas foram coletados com 24h e 48h para a dosagem de citocinas. Os 
dados representam a média aritmética ± erro padrão. (*p<0,01; **p<0,001; ***, p<0,0001). MO = 
macrófagos infectados, Glu = Glucantime, CX = CXCL10. 

A citocina TGF-β mostrou comportamentos diferente nos dois tempos 

avaliados. O aumento na produção de TGF-β nas primeiras horas induzido por 

CXCL10 25ng/mL não foi acompanhado pelas outras concentrações (50ng/mL e 

100ng/mL). Embora não estatisticamente significante, Glucantime induziu uma 

produção de TGF-β superior aos tratamentos com CXCL10 nas concentrações de 

50ng/mL e 100ng/mL. A associação entre Glucantime+CXCL10 induziu produção 

elevada inversa à concentração de CXCL10 utilizada. Nas últimas 48h houve queda 

em todos os grupos avaliados (GRÁFICO 7). 

Gráfico 7. Concentração de TGF-β por macrófagos murinos infectados com 

Leishmania braziliensis resistente ao antimônio e tratados com CXCL10. 
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Fonte: Elaborado pelos autores. Macrófagos peritoneais foram isolados de camundongos Swiss e 

infectados com promastigotas de L. braziliensis (10 parasitas: 1 macrófago). Após 12 h de infecção as 
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células foram tratadas in vitro com CXCL10 (25, 50 e 100 ng/mL), LPS (20 ng/mL) e Glucantime (32 

mg/mL). Os sobrenadantes das culturas foram coletados com 24h e 48h para a dosagem de citocinas. Os 

dados representam a média aritmética ± erro padrão. (*p<0,01; **p<0,001; ***, p<0,0001). MO = 

macrófagos infectados, Glu = Glucantime, CX = CXCL10. 

6 DISCUSSÃO 

O controle da leishmaniose humana está associado com uma resposta 

imunológica Th1 específica contra o parasita. A liberação de IL-12 por macrófagos e 

células dendríticas, leva à produção de IFN-γ por células NK e diferenciação de 

células Th0 em células Th1, que também produzirão IFN-γ que irá fornecer um 

estímulo chave para o desenvolvimento da resistência de macrófagos ao parasita e a 

produção de espécies reativas do oxigênio e nitrogênio por estes (ANDRADE et 

al.,2014; GIUDICE et al., 2007). Durante as interações patógeno-hospedeiro, além do 

papel importante de várias células, a produção inicial de quimiocinas e citocinas pode 

influenciar tanto nas respostas imunológicas inata quanto adaptativa, influenciando na 

evolução da infecção (INCHAUSTEGUI et al., 2010).  

Como a quimioterapia atual disponível para leishmaniose exibe limitações no 

que diz respeito à toxicidade, custos, duração no tratamento, como também no 

aparecimento de cepas resistentes as drogas de 1ª escolha, os antimonias (TEIXEIRA 

et al., 2009), outras drogas alternativas vem sendo testadas ao longo dos anos, e o uso 

de quimiocinas como tratamento para leishmaniose, em modelos in vitro e in vivo, 

tem mostrado resultados promissores (CHARO et al., 2006; VAZQUEZ, SOONG., 

2006;  DEY et al., 2005; KOUTSONI et al., 2014). 

Este trabalho avaliou o papel da quimiocina CXCL10 na regulação da 

infecção por L. braziliensis em macrófagos murinos in vitro. Nas primeiras 24h pós 

infecção, nas concentrações de 25, 50 e 100 ng/mL, CXCL10 e sua associação com 

Glucantime foram capazes de diminuir a carga parasitária intracelular, em relação a 

macrófagos infectados e não tratados. Em 48h, o tratamento com CXCL10 manteve a 

redução do número de parasitas intracelulares, enquanto Glucantime reduziu a carga 

parasitária apenas em 65% no último ponto do desafio. Estes resultados sugerem que 

o tratamento de macrófagos murinos com CXCL10 sozinho ou na associação com 

Glucantime é capaz de reduzir a carga parasitária intracelular, e isso não foi 

dependente do aumento da concentração de CXCL10. 

Tem sido relatado que o tratamento de macrófagos murinos ou monócitos 

humanos com outras citocinas como a proteína inflamatória de macrófagos (MIP-1α), 
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consegue reduzir significativamente a carga parasitária em infecções in vitro de 

L. donovani e L. infantum através da indução de NO (BHATTACHARYYA et al., 

2002; BRANDONISIO et al., 2002). A utilização de IFN-γ / LieIF (antígeno de 

Leishmania) em macrófagos de linhagem, mostrou que as células tratadas obtiveram 

uma inibição significativamente maior do crescimento do parasita (KOUTSONI et al., 

2014). Vasquez e Soong (2006) demonstraram o efeito leishmanicida de CXCL10 em 

macrófagos na infecção por L. amazonensis, com redução significativa da infecção in 

vitro.  

Um estudo realizado por Steigerwald e Moll (2005) sugere que a expressão da 

quimiocina CCL2 em macrófagos infectados por L. major correlaciona-se com a cura 

da infecção. Outros autores mostraram que, utilizando um modelo murino de infecção 

por L. amazonensis, a utilização de CXCL10 exógeno promoveu morte dos parasitas 

(INCHAUSTEGUI et al., 2010).  

Majumder et al., (2012) observaram que o tratamento de camundongos 

BALB/c  infectados por L. donovani com CXCL10, mostrou uma forte resposta Th1 

protetora com aumento na produção de IFN-γ, indicando um papel direto de CXCL10 

na geração de IFN-γ, acompanhado de um diminuição de citocinas imunossupressoras 

como TGF-β  e IL-10, sugerindo um papel de CXCL10 sobre as funções reguladoras 

das células T e células dendríticas, que pode ser útil no combate à patogênese 

induzida por Leishmania. Outros estudos utilizando também infecção in vivo com L. 

donovani observaram que o tratamento com CXCL-10 conduziu a um aumento de 

IFN-γ juntamente com aumento da produção de IL-12 (GUPTA  et al., 2011). 

No presente trabalho, a redução do crescimento intracelular do parasita após 

tratamento com CXCL10, mostrou provavelmente ser mediada pela produção de 

moléculas efetoras anti-microbianas como TNF-α e NO. Óxido nítrico e mediadores 

oxidativos são comprovadas moléculas leishmanicidas capazes de matar eficazmente 

parasitas após exposição às citocinas Th1, incluindo IFN-γ e TNF-α (GIUDICE et al., 

2007; KOUTSONI et al., 2014). Os estudos de Pagan et al., (2013) também 

descrevem que o fator responsável pelo controle eficiente na infecção auto-limitada 

da leishmaniose cutânea causada por L. major e L. braziliensis  é a forte e sustentável 

produção de IFN-γ. 

Entretanto, um aumento nas células T e apenas a produção de IFN-γ por si só 

não é suficiente para proteger camundongos contra a infecção primária, ou promover 

a proteção à base de vacina em humanos e em murinos. O controle eficiente destas 
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espécies de parasitas, no entanto, precisa de várias citocinas pró-inflamatórias, tais 

como IFN-γ, IL-12 e TNF-α, bem como quimiocinas com ação leishmanicida como 

CXCL10 (KIMA; SOONG, 2013). 

O papel de NO no controle da infecção de macrófagos por Leishmania é bem 

estabelecido em seres humanos e outros mamíferos (FOLLADOR et al., 2002; 

ALMEIDA et al., 2003). A produção de TNF-α e IFN-γ por células Th1 favorece o 

recrutamento de monócitos e sua ativação, no entanto, a produção excessiva destas 

moléculas poderia levar a uma inflamação descontrolada e a destruição dos tecidos 

(INCHAUSTEGUI et al., 2010). 

  Além da produção de NO, a ativação dos macrófagos conduz a produção de 

ROI (Reativos Intermediários de Oxigênio) por meio de uma explosão oxidativa que é 

em última análise responsável pela atividade leishmanicida (NADERER; 

MCCONVILLE, 2008). Embora derivados de ROI normalmente levem à destruição 

do microorganismo fagocitado, a Leishmania foi adaptando-se para sobreviver e 

replicar-se neste ambiente hostil, utilizando sistemas antioxidantes ou suprimindo a 

produção de NO por macrófagos (GIUDICE et al., 2007). Portanto, não é de 

surpreender que as diferentes espécies de Leishmania evoluíram adaptações 

específicas para insetos vetores e hospedeiros vertebrados. Desta forma, cepas de 

Leishmania resistentes regulam negativamente as vias de sinalização de NO e, assim, 

evitam a expressão eficaz de funções microbicidas dos macrófagos (ALEXANDER; 

BRYSON, 2005). Leishmania pode inibir geração de NO indiretamente através da 

inibição da síntese de IL-12 pelos macrófagos, diminuindo a quantidade de IFN-γ 

produzido por células T (SOUSA et al., 2010). 

 Neste trabalho, a produção de NO aumentou consideravelmente em 

macrófagos infectados e tratados com CXCL10, em comparação àqueles infectados e 

não tratados com a quimiocina. A capacidade dos macrófagos murinos de reduzir o 

crescimento do parasita intracelular, após tratamento com CXCL10 pós-infecção, 

sugere que os mecanismos anti-microbianos eficazes foram ativados e as moléculas 

leishmanicidas foram produzidas, embora  a cepa de Leishmania utilizada no 

trabalho possua mecanismos que levam à repressão e a inibição da produção de NO, 

como já demonstrado anteriormente (COSTA et al., 2011).  

 O mecanismo de resistência aos antimoniais ainda não está muito bem 

decifrado. A diminuição da concentração da droga dentro do parasita, quer através da 

redução da absorção de drogas ou através do aumento do efluxo da droga, constitui-se 
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um dos principais mecanismos de resistência antimoniais da Leishmania. Outros 

mecanismos de resistência incluem a incapacidade para reduzir o antimotial 

pentavalente (SbV) para a forma ativa trivalente do antimônio (SbIII) 

(VERMEERSCH et al., 2009; MUKHOPADHYAY et al., 2011). 

A quimio resistência em infecções por Leishmania já têm sido documentada 

(HOLZMULLER et al., 2006). Atualmente há hipóteses de cepas de Leishmania 

tornando-se resistentes em pacientes não somente ao antimônio, mas ao NO também 

(VERMEERSCH et al., 2009 ;VASQUEZ; SOONG, 2006). Pouco se sabe sobre a 

resistência à moléculas naturais leishmanicidas tais como NO. Em Leishmania, 

mecanismos descritos para a resistência à ação de NO estão principalmente 

envolvidos na modulação da óxido nítrico sintase induzível (iNOS), mas a capacidade 

dos parasitas resistirem ao NO tanto in vitro como in vivo ainda não está totalmente 

esclarecido (HOLZMULLER et al., 2006). 

No presente trabalho, foi observado que as células infectadas e tratadas com a 

quimiocina CXCL10, apresentaram uma acentuada produção de NO que aumentou 

nas 48h posteriores ao tratamento. Interessante, Glucantime associado com CXCL10 

induziu a produção de NO em células infectadas nas primeiras 24h pós-tratamento 

que não se manteve com o tempo. O que nos leva a crer que na associação entre 

CXCL10 e Glucantime esteja ocorrendo uma inibição do efeito leishmanicida da 

quimiocina.  

Macrófagos ativados por citocinas podem gerar grande quantidades de NO, o 

qual tem muitas funções biológicas, incluindo a defesa contra patógenos intracelulares 

em particular, Leishmania (HOLZMULLER et al., 2006). NO é uma molécula tóxica, 

um mediador chave da imunidade não específica (BHATTACHARYYA et al., 2002), 

e que desempenha um papel importante na eliminação de parasitas intracelulares, 

incluindo Leishmania (LIU; UZONNA., 2012). Em um estudo foi demonstrado que a 

eliminação de amastigotas em macrófagos humanos começa a ocorrer já nas primeiras 

24h pós infecção, e vai aumentando nas horas posteriores e isso correlaciona-se com o 

aumento da expressão de NO (GIUDICE et al., 2007). 

Neste trabalho observou-se que a produção de NO foi aumentando com o 

tempo após a infecção, o que está consistente com a cinética da indução de iNOS, que 

atua entre 48-72 horas após a infecção (GIUDICE et al., 2007). Os resultados também 

corroboram com outros estudos que mostram que macrófagos infectados com L. 

donovani e pré-tratados com as quimiocinas MIP-1α ou MCP-1 durante a 1h (100 
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ng/mL) apresentavam produção de NO entre 48 e 72h após o desafio 

(BHATTACHARYYA et al., 2002). 

Além de IFN-γ, uma série de outras citocinas inflamatórias, tais como  IFN-β, 

IL-1 e TNF-α também estão envolvidas na ativação de macrófagos e na regulação 

positiva da expressão de iNOS, levando à produção de NO (COSTA et al., 

2011). Além disso, a citocina pró-inflamatória TNF-α potencialmente desempenha 

papel crucial como um sinal de disparo para o geração de NO (BHATTACHARYYA 

et al., 2002). IL-12, por sua vez, é uma citocina crítica necessária para 

desenvolvimento de células CD4 + Th1 e produção de IFN-γ. Embora macrófagos 

fagocitem Leishmania eficientemente, há evidências de que a sua capacidade de 

produzir IL-12 é prejudicada seletivamente pelos parasitas. Além disso, os 

macrófagos ativados produzem também TNF-α, que atua de uma maneira autócrina 

para aumentar ainda mais a produção de radicais livres microbicidas produzidos por 

macrófagos ativados (LIU; UZONNA., 2012). 

As células infectadas e tratadas com CXCL10 mostraram um aumento na 

produção de TNF-α quando comparadas com macrófagos infectados e tratados apenas 

com o antimônio.  Por outro lado, o tratamento das células com a associação de 

CXCL10+Glucantime induziu concentrações de TNF-α mais baixas que CXCL10 

sozinho. A produção de TNF-α e de NO aumentou consideravelmente em macrófagos 

infectados e tratados com CXCL10, em comparação àqueles infectados e não tratados. 

Estes dados sugerem que TNF-α por si só não é suficiente para controlar uma 

infecção por L. brasilienses, mas que é um fator adicional necessário para o 

desenvolvimento da imunidade protetora contra a infecção por Leishmania. 

Observou-se que o perfil de produção de IL-12 foi o mesmo apresentado para TNF-α, 

sugerindo que ambas citocinas correlacionam-se com a diminuição da carga 

parasitária intra-macrófago. 

Foi descrito que TNF-α têm funções importantes durante as duas fases da 

doença em camundongos infectados por L. braziliensis; durante a fase aguda TNF-α 

contribui para o controle dos parasitas e durante a fase crônica apresenta uma segunda 

função que seria de imunorregulação (ROCHA et al., 2007). Os resultados deste 

trabalho mostraram que  células infectadas por L. brasilienses e tratadas com 

CXCL10 apresentaram as concentrações mais altas de TNF-α e NO 48h após o 

tratamento, sugerindo que as atividades imunomoduladoras observadas para CXCL10 

são consistentes com a diminuição da carga parasitária. 

http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0097319#pone.0097319-Green1
http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0097319#pone.0097319-Green1
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Estudos in vitro utilizando culturas de macrófagos infectados com L. 

braziliensis conduziu a um decréscimo no número de parasitas intracelulares, e a 

eliminação de L. braziliensis foi associada com TNF-α e a produção de superóxido 

(NOVAIS et al., 2009). O tratamento com MIP-1α e MCP-1, quimiocinas da família 

CC, em macrófagos infectados por L. donovani, induziu a produção de citocinas do 

tipo Th1 com ênfase para a secreção de TNF-α (BHATTACHARYYA et al., 2002). 

Um estudo utilizando sobrenadantes de cultura de linfócitos de pacientes com 

leishmaniose cutânea demonstrou uma alta produção de IFN-γ e TNF-α, 

correlacionando com a expressão de NO (FOLLADOR et al., 2002; GIBSON-

CORLEY et al., 2014). Outros estudos, utilizando o modelo de camundongos 

infectados por L. brasiliensis, referem as citoocinas IL-12 e TNF-α como essenciais 

para a cura da infecção local por L. braziliensis, relatando que IL-12 é necessária para 

evitar a visceralização da doença (ROCHA et al., 2007).  

O presente estudo corrobora com o trabalho desenvolvido por Vasquez e 

Soong (2006) que mostra que CXCL10 é um indutor de citocinas pró-inflamatórias 

em macrófagos murinos tais como IFN-γ e IL-12 (VASQUEZ; SOONG, 2006). 

Ramos et al. (2014), utilizando macrófagos infectados com diferentes cepas de 

Leishmania, demonstraram também aumento nos níveis de IL-12 e TNF-α no 

sobrenadante das culturas (RAMOS et al., 2014).  

A susceptibilidade à Leishmania é apoiada, na maior parte dos casos, na 

produção precoce de IL-4 que promove o desenvolvimento de lesões durante as fases 

iniciais da infecção (VASQUEZ et al., 2008). Tem sido demonstrado que a 

biossíntese da poliamina induzida por IL-4 (regulação positiva através da arginase) 

favorece a sobrevivência do parasita em macrófagos (NADERER; MCCONVILLE, 

2008). Um estudo recente demonstrou que a indução de IL-4 por cepa de L. 

braziliensis resistente a antimônio foi responsável pelas diferenças no 

desenvolvimento das lesões, na replicação parasitaria e na persistência da doença em 

camundongos infectados (COSTA et al., 2011). Tem sido relatado também que IL-4 é 

capaz de regular para baixo a produção de IL-12 e a expressão do receptor de IL-12 

(ALEXANDER; BRYSON., 2005). Sousa et al., (2010) demonstraram em um estudo 

utilizando cepas sensíveis e resistes a NO, como a LTCP 393 utilizada neste trabalho, 

que macrófagos que foram estimulados com LPS+IFN-γ 30 minutos antes da infecção 

com cepa de L. braziliensis sensível a NO produziram significativamente mais TNF-α 
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em todos os pontos temporais testados, quando comparados aos macrófagos 

infectados com isolados resistentes a NO. 

Estudos que examinam a presença de IL-4 e IL-10 em camundongos BALB/c 

infectados com L. mexicana indicaram IL-4 como o principal contribuinte para a não 

cura da doença com menor, embora complementar e significativo papel de IL-13 e IL-

10 (ALEXANDER; BRYSON., 2005). No presente trabalho, a infecção pela cepa de 

L. brasiliensis resistente a antimônio induziu uma alta produção de IL-4 nas células 

tratadas com o Glucantime, e estes resultados corroboram com Costa et al. (2011) que 

destacam a indução de uma alta produção de IL-4 em animais inoculados com a 

mesma cepa utilizada neste trabalho (COSTA et al., 2011). 

Tem sido bem documentado que a infecção de macrófagos por Leishmania 

pode conduzir à produção de IL-10 e TGF-β, citocinas imunorreguladoras, conhecidas 

por causarem inibição/desativação das funções dos macrófagos (LIU; UZONNA, 

2012). Em modelo experimental de infecção por L. donovani, IL-10 e / ou TGF-β 

produzidos por células Tregs são responsáveis pela atividade supressora que acontece 

na leishmaniose visceral (GUPTA et al., 2011). IL-10 inibe a explosão respiratória e a 

produção de citocinas inflamatórias, especialmente TNF-α, pelos macrófagos. Ambas 

estas citocinas permitem que o parasita cresça localmente e espalhe-se para locais 

distantes (GIUDICE et al., 2007; ANDERSON et al., 2007). Está bem estabelecido 

que IL-10 endógeno é um mediador central da homeostase imunológica, necessária 

para modular a forte reação inflamatória que pode acompanhar a resposta 

imunológica contra patógenos nos tecidos locais (OLIVEIRA; BRODSKYN., 2012). 

Já é conhecido que IL-10 minimiza a resposta aos antimoniais e o nível de IL-

10 é muito mais elevado em soros de pacientes com leishmaniose visceral e 

resistência ao antimônio (ANDERSON et al., 2007; MUKHOPADHYAY et 

al.,20011; SANTOS et al.,2014). IL-10 pode suprimir a imunidade de várias formas: 

diminuindo a produção de IL-12 e TNF-α por macrófagos ativados, o que desvia a 

resposta Th1 para uma resposta Th2, agindo sobre as moléculas co-estimulatórias de 

APCs, além disso, IL-10 também sinergiza com TGF-β para inibir atividade 

microbicida de macrófagos (SALHI et al., 2008).  

No entanto, o papel de IL-10 na LC humana, como resultado de uma infecção 

por L. braziliensis, não é tão claro, e já foi sugerido que a ausência, ao invés da 

elevada produção de IL-10 era a causa da doença (SALHI et al., 2008) devido a 

exagerada inflamação causada por citocinas Th1 (DIAZ etal., 2013). Estudos 
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confirmam que o tratamento de DCs com CXCL10 pode reforçar a produção de IL-10 

por essas células quando infectadas por L. amazonensis. (VASQUEZ et al., 2008). Os 

dados são consistentes com um estudo realizado por ANDERSON et al. (2007) que 

sugerem que a produção de IL-10 é uma via reguladora em um ambiente de forte 

resposta pró-inflamatória mediado por celulas Th1(ANDERSON et al., 2007). 

Outros estudos mostraram que a alta produção de IL-10 também causou 

maiores cargas parasitárias in vitro e in vivo (MUKHERJEEA et al., 2013). No 

entanto, essa afirmação não está de acordo com o encontrado nesse estudo, aonde se 

observou que as menores cargas parasitárias estavam correlacionadas com a maior 

produção de IL-10. Pode-se interpretar esse aumento compensatório da IL-10 em 

resposta ao aumento da resposta do tipo Th1 induzida por citocinas inflamatórias 

como TNF-α, como demonstrado por Sousa et al., (2010). 

Os efeitos de TGF-β durante a infecção por Leishmania são voltados para a 

inibição das citocinas Th1 e supressão de algumas das funções microbicidas dos 

macrófagos. TGF-β inibe TNF-α, IFN-γ e consequentemente a expressão de iNOS, 

aumentando a expressão da arginase, e este desvio leva à diminuição da expressão de 

NO, o que pode, por sua vez, aumentar o crescimento do parasita (RAMOS et al., 

2014). TGF-β inibe a produção de IFN-γ, podendo desativar os macrófagos, tornando-

os mais permissivos à infecção por Leishmania (TRIPATHI, SINGH; NAIK, 2007). 

Em resumo, os principais achados deste trabalho mostraram que o tratamento 

in vitro com a quimiocina CXCL10 induziu um perfil de resposta Th1 (aumento de 

TNF-α e IL-12), controle da parasitemia intracelular com produção significativa de 

NO, e modulação da resposta inflamatória mediada por IL-10, em macrófagos 

infectados por cepa de L. braziliensis refratária ao antimônio. Os efeitos 

imunomoduladores aparentes dessa quimiocina pavimentam o caminho para a sua 

avaliação como uma molécula candidata ao tratamento para leishmaniose. 
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7 CONCLUSÕES 

 Em macrófagos murinos infectados por cepa de Leishmania brasiliensis 

isolada de paciente resistente ao antimônio e tratados com a quimiocina CXCL10 in 

vitro, é possível concluir que: 

- O tratamento com CXCL10 reduziu a carga parasitária em macrófagos após 24 h e 

48h de infecção, mediado por óxido nítrico.  

- O tratamento com CXCL10 resultou em uma maior produção de TNF-α, IL-12, IL-

10 e inibiu a secreção de IL-4 e TGF-β, principalmente após 48h de infecção, 

sugerindo uma imunomodulação da resposta inflamatória;  

- A associação Glucantime + CXCL10, embora tenha reduzido carga parasitária, não 

induzindo aumento significante de óxido nítrico, mostrando uma indução de TNF-α, 

IL-12 e reduzindo IL-4. 

- Os dados deste trabalho sugerem um promissor efeito imunomodulador da 

quimiocina CXCL10 na infecção por L. brasiliensis resistente ao antimônio. Novos 

estudos com outras intervenções e associações com CXCL10 poderão trazer melhor 

compreensão ao tema. 
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ANEXO 1: Aprovação pela Comissão de Ética em Pesquisa em Animais 
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