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RESUMO

A leishmaniose visceral causada por Leishmania infantum ¢é caracterizada pela perda da
habilidade do hospedeiro em gerar uma resposta imunologica eficaz. A quimiocina CCL10 ja
vem mostrando resultados promissores no tratamento contra o parasito. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito in vitro de CXCL10 e sua associagdo com Glucantime em
macrofagos infectados por L. infantum. Para isso, macréfagos RAW 264 foram infectados por
L. infantum e tratados ou ndo com CXCL10 (25, 50 e 100ng/mL), Glucantime (16mg/mL),
LPS (20ng/mL) e CXCL10+Glucantime [ (25, 50 e 100ng/mL) + (16mg/mL) ]. Apds 24 e
48h de infeccdo, avaliou-se: carga parasitdria nos macréfagos, concentracdo de 6xido nitrico
(NO) e das citocinas IL-4 e IL-10 nos sobrenadantes das culturas. Os resultados mostraram
que o tratamento com CXCLI10 e a associagdo CXCL10+Glucantime resultaram em uma
significante redu¢do da carga parasitaria com 24h, variando entre 64% a 74% (CXCLI10 de
25ng/mL e 100 ng/mL) e 68% a 75,0% (CXCL10+Glucantime de 25 ng/mL e 100 ng/mL), e
com 48h, entre 67% a 73% (CXCL10 de 25ng/mL e 100 ng/mL) e 72% a 78%
(CXCL10+Glucantime de 25ng/mL e 100 ng/mL), quando comparado com o controle ndo
tratado, enquanto o tratamento com Glucantime sozinho apresentou reducdo de 50% da
infeccdo. A redugdo da carga parasitaria foi correlacionada com o aumento de NO nas
concentragdes 50 e 100ng/mL de CXCL10, com 24 e 48h. No entanto, ndo foi observada a
mesma dinamica quando utilizada a associagdo CXCLI10+Glucantime. Os resultados em
relagdo as citocinas mostraram que o tratamento com CXCLI10 inibiu a secrecao de IL-10
(p<0,001) com 24 e 48h, e inibiu também a producao de IL-4, sendo significante com 24h
pos-infec¢do (p<0,01). Os sobrenadantes obtidos com 48h apds infeccdo apresentaram
resultados similares em relacdo a redug¢do, embora ndo tenha mostrado significancia. Em
conclusdo, o tratamento in vitro com CXCL10 induziu diminui¢do significativa da carga
parasitaria, das citocinas IL-10 e IL-4, com aumento significante de NO, em macrofagos
RAW 264 infectados por L. infantum. A associagdo de CXCL10 com Glucantime, embora
reduza a carga parasitaria intracelular in vitro, induz inibi¢do da produgdo de NO de forma

dose-dependente, sugerindo que outros mediadores estdo envolvidos no controle da infecgao.

Palavras-chave: Leishmania infantum, CXCL10, citocinas, 6xido nitrico.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis caused by Leishmania infantum is characterized by loss of the host's
ability to generate an effective immune response. The chemokine CXCL10 is already showing
promising results in the treatment against the parasite. This work aimed to evaluate the in
vitro effect of CXCL10 and its association with Glucantime in macrophages infected by L.
infantum. Macrophages RAW 264 were infected with L. infatum, and posteriorly were either
treated or not with CXCL10 at the concentrations of 25, 50 and 100 ng/mL, Glucantime (16
mg/mL), LPS (20 ng/mL) and CXCL10+Glucantime [(25, 50 and 100 ng/mL) + (16 mg/mL)].
Parasite load in macrophages, nitric oxide concentrations and the cytokines IL-4 and IL-10
were assessed from the culture supernatants at both 24 and 48 hours after infection. The
results showed that treatment with CXCL10 and CXCL10+Glucantime combined reduced
significantly parasitic load, whereas the treatment with Glucantime alone presented reduction
of only 50% of the infection when compared with control group. Twenty-four hours after
infection, reduction of parasitic load varied between 64% and 74%, and 68% to 75% when
treated with CXCL10 and CXCL10+Glucantime combined, respectively. Forty-eight hours
after infection, reduction of parasitic load varied between 67% and 73%, and 72% to 78%
when treated with CXCL10 and CXCL10+Glucantime combined, respectively. At the
concentrations of 50 and 100 ng/mL of CXCL10, reduction of the parasitic load and increase
of NO concentrations were simultaneously observed after 24 and 48 hours (p<0.001). Similar
results were not found when CXCL10+Glucantime combined were used. Regarding
inflammatory cytokines’ results, CXCL10 inhibited IL-10 secretion (p<0.001) after 24 and 48
hours. CXCL10 also inhibited IL-4 production, showing significant inhibition 24 hours after
infection (p<0.001). Alike results were found in analysis of the supernatants obtained from 48
hours after infection regarding the reduction, although not significant. We conclude that in
vitro treatment with CXCL10 induced increase in NO concentrations and reduced
significantly parasitic load and induced low production of IL-10 e IL-4 on L. infantum-
infected macrophages. CXCL10 association with Glucantime, although reduces intracellular
parasite load in vitro, induces inhibition of NO production in a dose-dependent manner,

suggesting that other mediators are involved in infection control.

Key words: Leishmania infantum, CXCL10, cytokines, nitric oxide.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose Visceral: Aspectos patoldgicos e clinicos

A leishmaniose visceral (LV) ¢ considerada primariamente como uma zoonose,
podendo acometer o homem, quando este entra em contato com o ciclo de transmissao do
parasito, transformando-se em uma antropozoonose. Atualmente, encontra-se entre as seis
endemias consideradas prioritarias no mundo (TDR/WHO, 2014).

Trata-se de uma enfermidade causada por um protozodrio intracelular heteroxénico
(digenético) do género Leishmania e transmitido pela picada de insetos dipteros, os
flebotomineos, do género Lutzomyia nas Américas, pertencentes a familia Psychodidae
(NEVES, 2005)

O complexo Leishmania donovani inclui as trés espécies responsaveis pela
leishmaniose visceral no mundo: Leishmania (Leishmania) donovani, L. (L.) infantum e L.
(L.) chagasi (NEVES, 2005). L. donovani e L. infantum sao as espécies causadoras de LV no
Velho Mundo, e L. chagasi nas Américas (PISCOPO; MALLIA, 2006). Apesar das
diferengas no nome e na origem geografica de L. infantum e L. chagasi, estudos envolvendo
diferentes marcadores moleculares, sugerem que a diversidade entre as espécies ¢ restrita, o
que impede sua distingio (MAURICIO et al, 2000), questionando sua classificagdo
separadamente. Entretanto, diferencas entre estas espécies quanto a estrutura molecular e sua
antigenicidade foram evidenciadas, o que refor¢a a discriminacdo entre as espécies (SOUSA
et al., 2015). Finalmente, pela lei de prioridade (o nome anterior prevalece) o nome L.
infantum € o nome valido, mesmo para agente causal da LV nas Américas, pois esse nome foi
descrito primeiro. E a lei da prioridade de um principio basico da nomenclatura zooldgica
(DANTAS-TORRES, 2006).

A principal via de transmissdo, nas condi¢des naturais, € através da picada da fémea de
Lu. longipalpis, durante o repasto sanguineo em vertebrados. A fémea inocula as formas
promastigotas metaciclicas juntamente com sua saliva, rica em substancias com grande
potencial inflamatério e vasodilatador, o que contribui para o aumento de células fagocitarias
neste local. Esse fator € crucial, visto que no hospedeiro vertebrado, as formas amastigotas de
L. infantum sdo encontradas parasitando células do sistema mononuclear fagocitario (SMF),
principalmente macréfagos (NEVES, 2005). A pele ¢ a porta de entrada para a infecgao,
contudo, ocorre a migragao dos parasitos para os linfonodos, seguida da migracao para as

visceras, as quais o parasito tem tropismo, especialmente baco, figado e medula dssea.
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As manifestagdes clinicas da doenca podem variar de uma infeccdo assintomadtica a
uma doenga visceral progressiva, que se ndo for tratada pode levar ao 6bito em 90% dos
casos. A leishmaniose visceral ativa ¢ caracterizada por febre, perda de peso,
hipergamaglobulinemia, hepatoesplenomegalia, anemia, trombocitopenia, leucopenia e
imunossupressao (WILSON et al., 2005).

A suspeita diagnostica da LV deve ser baseada em dados epidemioldgicos e nos
achados clinicos e laboratoriais, mas o diagnostico de certeza s6 pode ser firmado através do
encontro do parasito em tecido infectado (PASTORINO et al., 2002). Os exames soroldgicos,
como a Imunofluorescéncia Indireta (IFT) e ELISA, possuem boa sensibilidade, mas podem
apresentar reagdes cruzadas com antigenos de outros organismos, como 7rypanosoma,
Mycobacterium, Plasmodium e Schistosoma (KAR, 1995). A pesquisa de antigenos de
Leishmania pela técnica de PCR (reagdo em cadeia polimerase) apresenta alta sensibilidade e
especificidade, mas deve ser considerada com cuidado, principalmente nos pacientes

provenientes de areas endémicas, com alta exposi¢do antigénica (RAVEL et al., 1995).
1.2 Epidemiologia

A LV, dada a sua incidéncia e alta letalidade, principalmente em individuos nao
tratados e criangas desnutridas, ¢ também considerada oportunista em individuos portadores
da infeccao pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), tornando-se uma das doengas
mais importantes da atualidade (BRASIL. Ministério da Saude, 2014).

A OMS estima que ocorram 500.000 novos casos por ano em todo o mundo. No
Brasil, dados do MS relatam a ocorréncia média de 3.100 casos novos por ano, 54% deles em
criancas menores de 10 anos (NEVES, 2005). A LV tem ampla distribui¢do, ocorrendo na
Asia, na Europa, no Oriente Médio, na Africa e nas Américas, onde também é denominada
leishmaniose visceral americana (LVA) ou calazar neo-tropical (Fig. 1). Na América Latina, a
doenca ja foi descrita em pelo menos 12 paises, sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil,
especialmente na Regido Nordeste (BRASIL. Ministério da Saude, 2014) (Fig. 2).

Um estudo realizado sobre LV nas Américas, de 2001 a 2011, mostrou que houve
uma média de 3.500 casos/ano, onde 96,6% destes casos foram no Brasil (BRASIL. Fiocruz,
2012). Contudo, levando-se em conta as subnotificacdes, had uma estimativa que a média de

casos nas Américas seja de 4.500 a 6.800 casos/ano (Fig. 3) (ALVAR, 2012).



Figura 1. Leishmaniose Visceral: Situa¢cdo no mundo.
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Figura 2. Leishmaniose Visceral nas Américas, de 2001 a 2011
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Segundo dados levantados, em 2012 foram registrados no Brasil 3.038 casos de LV,
com incidéncia de 1,57 casos/100.000 habitantes, onde 62,8% eram do sexo masculino, € o
maior indice de incidéncia ocorreu no Nordeste com 43,1% dos casos. A coinfec¢ao com HIV
foi estimada em 8,5% (BRASIL. Fiocruz, 2012). O estado do Ceara, historicamente, ocupa o
primeiro ou segundo lugar em nimero de casos, com uma média anual de 467 casos
relatados durante a ultima década, onde 38% dos casos ocorreram em Fortaleza. Houveram

279 6bitos, onde 109 foram em Fortaleza. (MONTEIRO, 2016)

Figura 3. Leishmaniose Visceral no Brasil, 2001 a 2011.
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Fonte: Organizagdo Mundial de Satde, 2012.

1.3 Ciclo de Leishmania infantum

O flebotomineo infectado inocula as formas promastigotas metaciclicas do parasito na
derme do hospedeiro, homem ou animal, no momento do seu repasto sanguineo. No
organismo do hospedeiro vertebrado, essas formas promastigotas sdo fagocitadas pelos
macrofagos e outras células fagocitdrias. Os parasitos fagocitados permanecem dentro do
fagolisossomo, onde se transformam em amastigotas e se multiplicam por divisdo bindria.
Essa divisdo parasitdria acarreta o rompimento da membrana celular dos macrofagos e a
liberacdo das amastigotas que infectam novas células. Assim, os parasitos com tropismo
preferencialmente viscerotropico disseminam-se para os 6rgdos alvo, medula dssea, figado e
bago. Essas formas amastigotas, livres ou no interior de células fagociticas infectadas no
hospedeiro vertebrado, sdo as responsaveis pela infecgdo do flebotomineo, no seu proximo

repasto sanguineo (Fig. 4) (BRASIL. Fiocruz, 2015; NEVES, 2005).
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Figura 4. Ciclo de vida de Leishmania infantum
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Fonte: Adaptado do Center for Disease Control and Prevention (CDC), 2010.

O ciclo parasitario no flebotomineo se inicia apds a ingestdo das amastigotas no
momento do repasto sanguineo. Na por¢do média do tubo digestivo, as células fagociticas se
rompem, liberando as amastigotas que irdo se transformar em promastigotas prociclicas. Essas
formas promastigotas sofrem maturagdo, se transformando em promastigotas metaciclicas e
na por¢do anterior do tubo digestivo do vetor, se multiplicam por divisdo binaria, e ali
permanecem até que sejam inoculadas no hospedeiro vertebrado, no momento em que a
fémea do flebotomineo realiza um novo repasto sanguineo, reiniciando o ciclo no hospedeiro

vertebrado (BRASIL. Fiocruz, 2015; NEVES, 2005).

As leishmanias sdo organismos pleomorficos, isto €, nos invertebrados encontram-se
as formas paramastigotas e promastigotas, e nos vertebrados a forma denominada amastigota
(Michalick & Genaro, 2005). Sao parasitos intracelulares obrigatdrios, multiplicando-se nos

fagdcitos mononucleares do sistema mononuclear fagocitico (Santos Gomes et al., 2000)



18

1.4 A imunopatogénese de Leishmania infantum

A LV humana ¢ caracterizada por uma diminui¢ao da resposta imunolodgica celular ao
antigeno de Leishmania (BACELLAR, 2005). A principal defesa do hospedeiro vertebrado
contra as leishmanioses ¢ a sua capacidade de ajustar a resposta imunologica, mediada por
célula, demonstrada pela proliferagdo de linfocitos e produgdo de altos niveis de IFN-y e
TNF-a, tornando-a capaz de controlar ou at¢ mesmo eliminar o parasito (BACELLAR et al.,
2002; TEIXEIRA et al., 2006; SILVA et al., 2007; SCHNORR et al., 2012). A infec¢do por
Leishmania induz também forte resposta humoral, mas os anticorpos aparentemente nao

desempenham nenhuma fun¢ao protetora in vivo (TRIPATHI et al., 2007).

Apds a inoculagdo do parasito pelo flebotomineo, as formas promastigotas sdo
fagocitadas pelos neutréfilos, que sdo as primeiras células a migrarem para o local da infecg¢ao
e podem ser destruidas através da acdo de produtos do metabolismo oxidativo, como o
peroxido de hidrogénio (H202) e 6xido nitrico (NO). Os neutréfilos infectados comegam a
secretar quimiocinas como IL-8 (CXCL-8) e CCL3 (MIP-1B), moléculas importantes para

atrair mais neutréfilos e macréfagos para o sitio da infeccdo (BACELLAR, 2005).

A produgdo de NO como uma via efetora comum de defesa do macréfago contra a
Leishmania tem sido bem documentada. Niveis de NO produzidos por macrofagos ativados
por IFN-y ou por TNF-a estdo relacionados com resisténcia a infec¢do. Em estudos realizados
com L. donovani, observou-se que na auséncia do gene de nitrato sintetase (enzima que
catalisa a sintese de NO) camundongos ndo tém capacidade de controlar a infec¢ao

(BARRAL-NETO, 1991).

As células T “helper” tipo 1 (Thl) produzem IFN-y e interleucina-2 (IL-2), fator
estimulador de colonias de macrdéfagos e granuldcitos (GM-CSF), interleucina-3 (IL-3) e
linfotoxina (TNF-B), e sdo responsaveis pela imunidade mediada por células, pelas reacdes
inflamatorias, além de estimular, também, a producdo de anticorpos da classe IgG2a. Células
T “helper” tipo 2 (Th2) produzem interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-10
(IL-10) e interleucina-13 (IL-13), e mediam a imunidade humoral e as reacdes alérgicas. A
IL-4 esta relacionada com a produgdo de anticorpos da classe IgE, IgG1 e 1gG4; e a IL-5 ¢
importante para a diferenciagdo, multiplicacao e ativacdo de eosino6filos (MOSMANN, 1986).

O controle da infec¢do por Leishmania ¢ dependente da resposta imunoldgica mediada
por células. Uma citocina importante na resposta imunoldgica a Leishmania ¢ IFN-y,

produzida principalmente por células T CD4+ do tipo Thl, e por células NK, estimuladas por
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IL-12. Células Thl produzem IFN-y, o que ativa a enzima 6xido nitrico sintetase (iNOS ou
NOS?2), levando ao estimulo da acdo microbicida mediada por NO. A liberagdo de NO leva a
morte do parasito em macrofagos humanos, que podem também ser estimulados pela agao de

quimiocinas como MCP-1 (CCL2) (BRANDONISIO et al., 2002).

A atividade leishmanicida do macrofago estd também na dependéncia da produgdo do
fator de crescimento e transformagdao P (TGF-B). Essa citocina estd relacionada com
desativagdo de macrofago, inibicdo da acdo de IFN-y e redugdo da expressdo de moléculas

MHC classe I (DING, 1990).

A interleucina-10 (IL-10) ¢ outra citocina produzida por macrofagos que contribui
para a sobrevivéncia de Leishmania nessas células. IL-10 inibe a sintese de citocinas
produzidas pelos macréfagos como IL-18, IL-6, IL-8 e TNF-o (ABRAMS et al., 1991) e inibe
a funcdo dessas células como apresentadoras de antigeno através da diminui¢ao da expressao
de moléculas de MHC classe 11 (DE WALL MALEFYTY et al, 1991). Outro efeito
importante de IL-10 nos macrofagos € a inibicdo dos eventos metabdlicos associados com sua
ativacdo (BODGAN et al., 2000). Esses efeitos, associados a capacidade desta citocina de
suprimir a produ¢do de IFN-y por células Thl, fazem com que IL-10 interfira na atividade

leishmanicida do macrofago.

A interleucina-12 (IL-12) tem sido apontada como um dos mais importantes
componentes da fase inicial da infec¢@o por Leishmania. IL-12 € produzida primariamente por
células apresentadoras de antigeno (mondcitos, macréfagos, células dendriticas e células B) e
sua principal atividade bioldgica ¢ sobre células T e células “natural killer” (NK), nas quais
esta citocina estimula principalmente a producdo de IFN-y, além de proliferacao celular e

citotoxicidade (TRINCHIERI, 1996).

A principal alteragdo imunoldgica na LV ¢ a incapacidade de linfocitos ativar
macrofagos para destruir a Leishmania, em virtude da auséncia da producao de IFN-y apos
estimulo dos linfocitos com antigeno de Leishmania (CARVALHO et al.,, 1988). Esta
incapacidade de produzir IFN-y ¢ antigeno-especifica (CARVALHO et al., 1989).

Embora os pacientes com LV mostrem uma ativacdo policlonal de células B com
grande produgdo de anticorpos, esses anticorpos ndo participam da resisténcia a leishmaniose
(CARVALHO et al., 1983). Niveis elevados de complexos imunes circulantes e
autoanticorpos sao também observados na LV. As principais disfungdes imunologicas na

doenca estdo relacionadas a imunidade mediada por células. O sobrenadante de células



20

mononucleares, cultivadas com antigeno de Leishmania, também ndo ¢ capaz de ativar
macrofagos para destruir Leishmania in vitro, indicando que linfocitos desses pacientes nao

produzem citocinas capazes de ativar essas células (DUTRA et al., 1985).

Adicionalmente, tem-se observado alteracdes na funcdo macrofagica, uma vez que
c¢lulas mononucleares do sangue periférico (PBMC) desses pacientes, quando estimulados in
vitro com antigeno de Leishmania, nao produzem IL-1 (HO et al., 1992) e a infeccdo de

macréfagos com esse parasito diminui a expressao de MHC classe I (KEMP et al., 1993).

Embora o mecanismo das disfun¢des imunoldgicas na leishmaniose visceral ndo seja
completamente esclarecido, admite-se que uma producao exacerbada de citocinas que tenham
capacidade de suprimir a resposta imunologica celular desempenhe um papel importante na
auséncia da produgdo de IFN-y e na sobrevivéncia de Leishmania nos macrofagos. Existem
evidéncias de que, na LV humana, a ativagdo de células Th2 pode estar envolvida na
progressdo da doenca. Foram demonstrados niveis altos de IL-4 no soro desses pacientes
assim como também de IgE e IgG1 (ATTA et al., 1998) (PEDROSA et al., 1990). Em clones
de células especificas para o antigeno de Leishmania, isolados de pacientes curados de LV,
observou-se, além da produgdo de IFN-y, producao de IL-4 e de IL-10 (KEMP et al., 1990).
IL-10, por ser uma citocina inibidora da resposta imunologica, principalmente por antagonizar
a ac¢do de IFN-y, um ativador potente dos macrofagos para matar Leishmania (MURRAY et

al., 1983), ¢ de grande importancia no desenvolvimento de LV (KARP et al., 1993).

Em um estudo realizado com pacientes do Ceara infectados com L. chagasi, foi
demonstrado que linhagens de células T CD8+ isoladas desses pacientes inibiram a resposta
proliferativa e a producdo de IFN-y por células desses mesmos pacientes apoOs a terapéutica.
Essas alteragdes foram associadas a um aumento de IL-6 e de IL-10. Todos esses dados
indicam que essa citocina tem um papel importante na patogénese da LV (HOLADAY et al.,

1993).

Considerando que o principal achado imunoldgico na LV ¢ uma diminuicdo da
producdo de IFN-y por células mononucleares do sangue periférico, a auséncia desta citocina

impede a ativacdo de macréfagos e a destruicdo de Leishmania (BACELLAR, 2005).

A incapacidade de ativar macrofagos para destruir Leishmania € o principal defeito na
LV, como j& descrito acima, e essa anormalidade se associa com a multiplicacdo e
disseminagdo do parasito € o envolvimento de multiplos 6rgios, como medula Ossea,

linfonodos, bago e figado (BACELLAR, 2005). Pacientes com LV apresentam niveis sé€ricos
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altos de TNF-a e de IL-6 (CENINI et al., 1993), que diminuem apds a terapéutica com
antimonial. Essas citocinas estdo relacionadas com febre e astenia € TNF-o, também
conhecido como caquexina, pode contribuir para a perda de peso e acentuar a desnutricdo
nesses pacientes. Febre e perda de peso sdo caracteristicas marcantes da LV. Emagrecimento,

aumento de cilios e edema secundario a hipoalbubinemia sdo observados principalmente em

criancas (GHALIB et al., 1993).

1.5 Quimiocinas e seus receptores

As quimiocinas s3o uma grande familia de pequenas citocinas e tém geralmente baixo
peso molecular, que varia entre 7 ¢ 15 kDa. As quimiocinas e seus receptores sdo capazes de
controlar a migragdo e a residéncia de todas as células do sistema imunoldgico. Algumas
quimiocinas sdo consideradas pro-inflamatorias, € a sua liberagdo pode ser induzida durante
uma resposta imunolodgica a um local de infec¢do; enquanto outras sdo consideradas
homeostaticas e estdo envolvidas no controle da migragdo de células durante o

desenvolvimento do tecido ou manuten¢do (PALOMINO et al., 2015).

As citocinas estdo diretamente envolvidas com a producdo de quimiocinas e também
podem preceder a expressao de algumas quimiocinas que, por sua vez, induzem a producao de
mediadores inflamatorios adicionais. As citocinas exercem efeito secunddrio sobre a
quimiotaxia de leucécitos, induzindo a expressao de varios genes de quimiocina (OHMORI et

al., 1993; TEIXEIRA et al., 2006).

A importancia fisiologica desta familia de mediadores € resultante da sua
especificidade, pois membros da familia de quimiocinas induzem recrutamento de
subconjuntos de leucocitos bem definidos (PALOMINO et al., 2015). Além do recrutamento
de leucocitos, a atividade das quimiocinas leva a ativacdo de mecanismos de defesa do
hospedeiro e estimula os eventos iniciais da cicatriza¢do de feridas (GRAVES et al., 1995).
Atuam, ainda, como mediadores cruciais na polariza¢ao de células Thl e a ativacdo e trafico
de células envolvidas nas respostas inflamatorias (CHARO et al., 2006). Durante a resposta
inflamatéria, sdo moléculas de suma importancia por sua capacidade de desencadear a
ativacdo de integrinas durante a adesdo das células ao endotélio, induzir o recrutamento de
linfocitos antigeno-especificos para os tecidos periféricos em resposta a uma inflamagao, e

liberar enzimas de estoques celulares (SPRINGER, 1994).
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Devido a seu importante papel quimiotatico e na mediagdo de processos inflamatorios,
varias quimiocinas vém sendo empregadas como agentes terapéuticos em infec¢des ou
doencgas em que o sistema imunoldgico necessita de estimulo. Além da atividade quimiotatica,
ha crescente valorizagdo da capacidade dessas moléculas de mediarem a modulagao de

respostas de citocinas (GANGUR; SIMONS; HAYGLASS, 1998).

Existem duas principais subfamilias de quimiocinas baseadas na posi¢do do primeiro
residuo de cisteina: CXC e CC. A subfamilia das quimiocinas CC, também sdo conhecidas
como beta-quimiocinas. Os genes que codificam para as quimiocinas CC estdo localizados no
cromossomo 17. Quimiocinas CC estimulam principalmente mondcitos, mas também
eosinofilos, basofilos, linfocitos T e células “natural killer” (NK). A outra subfamilia, CXC,
conhecidas como alfa-quimiocinas, tém um aminoacido alternando entre as primeiras duas
cisteinas e estdo localizados no cromossomo 4 (MURPHY et al., 2000). Estas quimiocinas,
que estimulam a quimiotaxia, principalmente, de neutréfilos contém um Acido glutamico-
Leucina-Arginina (ELR) na sequéncia da extremidade N-terminal que ¢ essencial para a

ligagdo ao receptor (CLARK-LEWIS et al, 1991; GRIFFITH et al., 2014).

Todas as quimiocinas exercem seus efeitos através de receptores compostos por um
curto dominio amino- (NHz) terminal, sete dominios transmembranares ligados por trés alcas
na porcao intracelular e mais trés na porcao extracelular, mais um dominio carboxi- (COOH)
terminal intracelular. Os receptores de quimiocinas pertencem a superfamilia dos receptores
de sinalizacao intracelular acoplados a proteinas G e exercem suas funcdes através da sua
ligacdo a receptores encontrados na superficie das células. Em geral os receptores podem se
ligar a varias quimiocinas diferentes, e as quimiocinas se ligam a uma variedade de diferentes
receptores, ou seja, existe pouca especificidade para os ligantes. Os leucocitos geralmente
expressam mais de um tipo de receptor, com expressao diferencial em linfocitos, monocitos,

granuldcitos e outros tipos celulares (MURDOCH; FINN, 2000).

CXCLIO0 ¢ segregada por varios tipos de células em resposta a [IFN-y . Estes tipos de
células incluem mondcitos, linfocitos T, células endoteliais, neutréfilos, esplendcitos,
osteoblastos, queratinocitos, células do musculo liso e fibroblastos (LUSTER et al., 1985;
ANTONICELLI et al., 2012). Véarias fungdes tém sido atribuidas a CXCL10, tais como
quimiotaxia de mondcitos /macrofagos , células T, células NKe células dendriticas,
promogao da adesdo de células T as células endoteliais, atividade antitumoral, e a inibi¢cao da

formacdo de colonias na medula 6ssea e angiogénese (DUFOUR et al.,, 2002). Esta
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quimiocina induz os seus efeitos através da ligagdo a superficie celular do receptor de

quimiocina CXCR3 (BOOTH et al., 2002).

CXCLI10 ¢ uma molécula pleiotropica que exerce varias fungdes de acordo com o tipo
de célula e a isoforma do receptor de CXCL10 que expressa. A forma madura da CXCL10 e
dois outros membros da familia de quimiocinas CXC, CXCL9 (MIG) e CXCLI11 (I-TAC), se
ligam ao receptor CXCR3, com uma maior afinidade para o CXCR3A do que com a isoforma
CXCR3B. Uma terceira isoforma de CXCR3 (CXCR3-alt) ¢ sempre co-expressa em um nivel
muito baixo com CXCR3A, mas sua fun¢do ainda nao foi determinada (AKSQOY et al., 2006;
LO et al, 2010). De acordo com os tipos de células e receptores de CXCL10, varias vias de
sinalizagdes podem ser ativadas (LOETSCHER et al., 1998; AKSOY et al., 2006; JI et al.,
2008; MARU et al., 2008; LIU et al., 2011).

1.6 Quimiocinas e o papel de CXCL10 na Leishmaniose

Na leishmaniose, as citocinas parecem ter sinergia com elementos de Leishmania para
regular a produ¢do de quimiocinas. TNF-a e IL-1p, juntamente com CCL3, foram relatadas
como reguladores de células de Langerhans, mediadoras do transporte de Leishmania a partir
da pele infectada para os linfonodos regionais (ARNOLDI et al., 1998; TEIXEIRA, et al.
2006). IL-12 ¢ necessaria para a indugao de Thl relacionada & quimiocinas, tais como XCLI,
IFN-y induzido por proteina 10 (também conhecida como CXCL10 ou IP-10; a seguir
designado CXCL10) e CCL2 (ZAPH et al., 2003; TEIXEIRA et al, 2006).

Curiosamente, Th1l e Th2 derivadas de citocinas podem ter efeitos antagonistas sobre
quimiocinas. Por exemplo, algumas quimiocinas, tais como CXCL9 e CXCLI10 sdo mais
seletivamente induzidas por IFN-y (FARBER, 1997; TEIXEIRA et al, 2006). As citocinas
relacionadas com Th2, IL-4 e IL-13, induzem CCL22 e CCL6, produzidas por macréfagos, e
essa producdo ¢ inibida por IFN-y (BONECCI et al., 1998; TEIXEIRA et al., 2006).

Durante a infeccdo, as citocinas podem também atuar sinergicamente com
quimiocinas. IL-4 antagoniza a produ¢do de CCL4 em macrofagos infectados por Leishmania
(RITTER, 2000; TEIXEIRA et al., 2006). As quimiocinas estdo implicadas na migracao de
células e/ou ativacdo de células residentes e migratorias, e tais células, por sua vez, produzem
citocinas que influenciam a expressdao de quimiocina (SACKS et al., 2002; TEIXEIRA et al.,
2006).


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Chemokine_receptor&usg=ALkJrhiJEdYdUqjPCZQQtIW9qTzoIQ-ang
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Chemokine_receptor&usg=ALkJrhiJEdYdUqjPCZQQtIW9qTzoIQ-ang
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/CXCR3&usg=ALkJrhjS9zUuoxWpZzoMkXefFgIBueX4Rw

24

Na LV, algumas quimiocinas e receptores de quimiocinas t€ém um papel no
desenvolvimento da resposta Thl, porque a sua supressdo influencia IFN-y produzidas por
células T. Seguindo a ligagao de receptores de células T na infec¢do por L. donovani, IFN-y ¢
produzido, induzindo a ativagdo de macrofagos e a morte dos parasitos. As quimiocinas
também parecem estar implicadas na amplificagcdo da resposta inflamatoria por célula T, um
importante passo para a defesa protetora do hospedeiro em leishmaniose visceral

(COTERELL et al., 1999; TEIXEIRA et al., 2006).

Camundongos submetidos a infecgdo por L. donovani sofrem uma acumulacio
hepatica rapida de MIP-1a, CCL2 e CXCL10 ap6s a infeccdo (COTTERELL et al., 1999;
TEXIEIRA et al., 2005). No entanto, somente a expressdo de CXCL10, amplificada por
células T, permanece alta durante a fase final, e isso ¢ essencial para permitir formacao de
granulomas no figado. Células monociticas atraidos por MIP-la e CCL2, e seguindo
estimulacdo de IFN-y, poderiam ser a fonte de quimiocinas mobilizadas por Thl, tais como

CXCL10 (FARBER, 1997; TEIXEIRA et al., 2006).

Ao contrario das células do figado, células do bago de camundongos infectados por L.
infantum produzem citocinas tanto do tipo Th2 como Thl, com a resposta do tipo Th2 sendo
dominante. Isto ¢ compativel com a expressdo sustentada de CCL2 em vez de CXCLI10,
mostrando deste modo que existe um influxo de macréfagos em vez de células T no bago
(ROUSSEAU et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2006). Isso explica, em parte, porque o figado
normalmente controla a infec¢ao, enquanto que os parasitos persistem no bago (KAYE et al.,

1994; TEIXEIRA et al., 20006).

1.7 Tratamento e resisténcia aos Antimoniais Pentavalentes

Os medicamentos existentes disponiveis para o tratamento das leishmanioses (visceral
e tegumentares) sao os antimOniais pentavalente - estibogluconato de so6dio (Pentostam®)
comercializado nos Estados Unidos e Europa e antimoniato de meglumina (Glucantime ®)
utilizado na América Latina e Africa, e vém sendo utilizados como farmacos de primeira
escolha no tratamento contra as leishmanioses desde a década de 1940 (KALANTARI, et al.,
2014), com eficacia em torno de 85% (AREVALO et al., 2007) e algumas vantagens, como a
rapida eliminagdo renal e a limitada acumulagdo nos tecidos (BERMAN, 1997; BLUM et al.,

2004). Estes medicamentos provocam regressao rapida das manifestacdes clinicas e
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hematologicas da doencga, mas ndo provocam a esterilizagdo do parasito (BERMAN et al.,

1980).

Contudo, os antimoniais apresentam varias inconveniéncias que incluem dor no local
da injecdo, artralgia e mialgias, toxicidade cardiaca, e em alguns casos, insuficiéncia hepatica
e renal. Estas drogas também requerem tratamento prolongado e custo elevado (CHAN-
BACAB; PENA-RODRIGUEZ, 2001). Verifica-se, com frequéncia, o abandono do
tratamento, ou uso de subdosagem, o que tem acarretado resisténcia ao tratamento com
antimoniais de alguns pacientes, o que ¢, de longe, o maior problema que delineia o

tratamento com os antimoniais (BERMAN, 1988; BLUM et al., 2004; CROFT et al., 2006).

Glucantime ¢ especialmente eficaz no tratamento de leishmaniose -cutanea,
mucocutanea e visceral. Devido as baixas dosagens e tratamentos descontinuos, comecaram a
ocorrer falhas na terapia e consequente aumento das formas resistentes de parasitos
(BALANA-FOUCE et al. ,1998). A OMS preconiza que as doses de antimoniais ndo devem
ultrapassar 20 mg/kg/dia, ndo se ultrapassando o limite de 850 mg de antimonio, devido a sua
elevada toxicidade. Mialgias, dores abdominais, alteragdes hepaticas e distirbios
cardioldgicos s3o efeitos colaterais frequentemente associados ao uso destes farmacos

(RATH, 2003).

Apo6s administracdo endovenosa ou intramuscular, Glucantime ¢ rapidamente
absorvido e, praticamente, 90% do antimonio ¢ excretado nas primeiras 48 h pelos rins. Em
consequéncia, faz-se necessaria a administracdo de doses elevadas do farmaco, em regime
continuo, para garantir um elevado teor de antimonio nos tecidos e, assim, obter a eficacia do
tratamento. Efeitos colaterais como nefrites, disturbios gastrintestinais, cardiovasculares e

respiratorios t€ém sido observados (ROBERTS et al., 1998).

As referéncias cientificas citadas no Manual de Normas e Condutas do Ministério da
Satde (BRASIL. Ministério da Saude, 2004) mostram que existem comorbidades que
contraindicam o uso de Glucantime, cardiopatas, doenga renal ou hepdatica. Nesses casos, a
droga de 1? escolha deverd ser outra. Deve-se lembrar que desvantagens ao uso do Glucantime
como a resisténcia ao medicamento, administracdo intramuscular, e efeitos colaterais
transitorios e algumas vezes letais em pacientes portadores de doencas renais, hepaticas,
cardiacas, pancreatite € pneumonia, sao relatados ha décadas na literatura. Entretanto, o baixo
custo ¢ um fator importante para que este firmaco seja a primeira escolha em regides

endémicas mundiais, inclusive no Brasil (MALTEZOU, 2010).
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Antimoniais pentavalentes sdo geralmente 10 vezes menos téxicos em células de
mamiferos, quando comparados aos antimoniais trivalentes (tartaro emético), utilizados
primeiramente por Gaspar Vianna em 1912. Em determinados casos, além de destruir o
parasito, o medicamento acaba por levar o paciente ao 6bito. O antimonio ainda pode ser
detectado no cabelo do paciente tratado com antimoniais pentavalentes apds um ano do

término do tratamento (DOREA et al, 1999).

Os emergentes relatos da resisténcia ao antimonio em pacientes com leishmaniose em
varias partes do mundo t€ém comprometido severamente a habilidade de controlar a doenga
(CROFT et al., 2006). Além disso, a resisténcia aos antimoniais pode significar uma situacao
alarmante frente ao aumento dos casos de co-infeccdo com HIV (OUELLETTE et al., 2004).
Portanto, novos tratamentos contra as leishmanioses ou estratégias para melhorar a seguranca

e eficacia dos farmacos correntes continuam extremamente necessarios.

Nao hé ainda vacina eficaz contra as leishmanioses, e historicamente, a quimioterapia
dessas doengas tem sido baseada no uso de metais pesados toxicos, particularmente
componentes de antimonio, como descrito acima. Quando este tipo de tratamento ndo ¢
efetivo, outras medicacdes usadas incluem Pentamidina e Anfotericina B. Todas essas
medicagdes contra leishmaniose requerem administragdo injetavel e supervisdao clinica ou
hospitalizagdo durante o tratamento por causa dos possiveis efeitos secunddrios (CHAN-

BACAB & PENA-RODRIGUEZ, 2001).
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2. JUSTIFICATIVA

Entre os mais comuns farmacos disponiveis para tratar a leishmaniose visceral, estdo
os antimoniais pentavalentes. Contudo, apresentam varias inconveniéncias, como a via de
administracao, a ocorréncia de falha terapéutica, tratamento prolongado, efeitos colaterais
graves e 0 aparecimento de resisténcia ao tratamento, o que €, de longe, o maior problema do
tratamento com os antimoniais na atualidade.

A administragdo de quimiocinas exogenas tem mostrado resultados promissores no
tratamento das leishmanioses. Ja foi relatado que a quimiocina CXCL10 ¢ capaz de diminuir a
carga parasitaria de macréfagos infectados por L. infantum in vitro com producao de
mediadores inflamatorios importantes para a cura da doenga, como IFN-y e NO. A proposta
deste trabalho ¢, portanto, verificar o efeito de CXCL10 na infecc¢do por cepa de L. infantum e
a associacdo de CXCL10 com Glucantime, o farmaco padrdo, uma vez que esta quimiocina ¢
conhecida por favorecer o recrutamento ¢ a ativagdo de células polarizadas para Thl, além de
ativar células NK, macrofagos e células dendriticas, células cruciais para a resposta
imunologica as leishmanioses.

Esta abordagem pode sugerir um potencial papel terapéutico desta quimiocina no
controle da infec¢do por L. infantum e de outras espécies de Leishmania do Novo Mundo,
desta forma contribuindo de forma significativa para o desenvolvimento cientifico e estudos

em uma area de grande importancia para a saude publica.
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3 OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar o efeito in vitro de CXCL10 e sua associagdo com antimonio (Glucantime) na

infeccdo de macréfagos RAW 264 por cepa de Leishmania infantum.

3.2. ESPECIFICOS

Em macrofagos RAW 264 infectados por cepa de L. infantum e tratados com CXCL10,

associado ou ndao com Glucantime:

1. Estimar a carga parasitaria ¢ a produgdo de citocinas e NO;

2. Relacionar as diferentes concentracdes de CXCL10 com a carga parasitaria, producao
de citocinas e NO.

3. Correlacionar a associacdo da quimiocina CXCL10 com Glucantime, em relagdo a

carga parasitaria, producdo de citocinas e NO.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho Experimental
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4.2 Reagentes e Meios de cultura

- CXCLI10 recombinante de camundongo (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
Reconstituido com agua ultrapura (Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY, USA) na
concentracdo de 1 mg/mL. Aliquotas de 10 pg/mL foram conservadas a -20°C até o uso. Para
os experimentos, a proteina foi diluida com RPMI para as concentragdes de 25, 50 e
100ng/mL.

- Meio Schneider (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Suplementado com 20% de soro
bovino fetal (SBF — Gibco, Grand Island, NY), urina humana estéril a 2% e antibioticos
(100U/mL de penicilina e 100pg/mL de estreptomicina). E mencionado como Schneider
suplementado o meio contendo os componentes conforme descrito acima, € como Schneider
aquele utilizado sem suplementos.

- Meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich). Suplementado com 20% de SBF, 50 uM de 2-
mercaptoetanol, 2 mM L-glutamina, e antibidticos (100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
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estreptomicina). E mencionado como RPMI suplementado o meio contendo todos os
componentes acima ¢ como RPMI aquele utilizado sem suplementos.

- Meio Neal, Novy & Nicolle (N.N.N). Meio agar-base com sangue a 10%, foi
suplementado com meio Schneider e antibidticos (100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de

estreptomicina).

4.3 Parasitos

A cepa de L. infantum foi isolada de paciente com leishmaniose visceral. Os parasitos
foram cultivados in vitro a 25°C em tubos de ensaio contendo meio N.N.N. e meio Schneider
suplementado (Sigma-Aldrich). Para os experimentos, foram utilizadas promastigotas até a 5%
passagem de cultivo. As promastigotas foram submetidas a trés ciclos de lavagem com salina
estéril gelada, com centrifugagdo a 3.000 rpm, por 15 min a 4°C e ajustadas com meio RPMI
para as concentragdes desejadas em cada experimento. A viabilidade dos parasitos foi

analisada pela motilidade dos mesmos ao microscopio optico.

4.4 Isolamento, cultura, infeccio e tratamento de macrofagos.

Cultura de macréfagos da linhagem RAW 264 foram submetidas a centrifugag¢do de
1.500 rpm, por 15 min, a 5°C, e a suspensdo de células foi ajustada em meio RPMI
suplementado, em seguida, as células foram distribuidas em placas de 24 pogos, cada poco
contendo uma laminula de vidro redonda de 23 milimetros, na concentragio de 1x10°
células/laminula. Os macréfagos foram incubados por 24 h em estufa com 5% de CO2 a 37°C
e 95% de umidade. As células ndo aderidas foram removidas por lavagem com RPMI morno
(37°C) (3 vezes) e cultivadas com meio RPMI suplementado na auséncia ou presenca de L.
infantum, numa propor¢ao de 10 parasitos para 1 célula (10:1) por 12 h, tempo suficiente para
ocorrer a infeccdo. Os parasitos extracelulares foram removidos por lavagem (3 vezes) com
RPMI morno (37°C) (KARMAKAR et al.,, 2011). Apos esse periodo, as células foram
tratadas com 16 pg/mL de antimonio pentavalente (Glucantime), CXCL10 (25, 50 e 100
ng/mL) e LPS (20 ng/mL; controle positivo) e em seguida, foram cultivadas durante 24h e
48h a 37°C, 5% COz e 95% de umidade. Os sobrenadantes das culturas foram coletados com

24h e 48h para a dosagem de citocinas e NO.
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4.5 Determinacio da taxa de infeccio dos macrofagos

Para quantificar o nivel de infeccao dos macréfagos, as laminulas contendo as células
foram lavadas com salina, e em seguida, fixadas e coradas com meio GEIMSA (Sigma-
Aldrich). As laminulas coradas foram montadas em ldminas e examinadas em microscopia
optica a uma ampliacao de 100x em 6leo de imersdo. Trés areas de 50 células cada uma foram
examinadas e o numero de macrofagos infectados/50 células foi determinado. Os tratamentos
ndo foram determinados para o individuo que fez a contagem das laminas (realizado de

maneira cega).

4.6 Dosagem de citocinas

A producdo de IL-4 e IL-10 nos sobrenadantes obtidos da cultura de células
foideterminada utilizando-se a técnica ELISA, como recomendado pelo fabricante dos kits
(BD Biosciences, San Jos¢, CA, USA). Brevemente, placas de 96 pogos, fundo chato (Nunc),
foram sensibilizadas por 12 a 18 h (dependendo da citocina testada) com o anticorpo de
captura anti-citocina purificado na concentragdo determinada, a 4°C. A placa foi lavada,
utilizando-se solucao de lavagem (PBS com Tween 20 a 0,05%), ¢ em seguida foi realizado
bloqueio com PBS e soro bovino fetal (SBF 10%), seguido de incubac¢do por 1 hora a
temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS + Tween 20, foram adicionados o padrdo e as
amostras em duplicata e, em seguida, a placa foi incubada novamente por 2 h ou por uma
noite a temperatura ambiente (dependendo da citocina testada). Apds lavagem com PBS +
Tween 20, a placa foi incubada por mais 1h com o anticorpo de detec¢do conjugado a enzima
peroxidase. Apods isso, a placa passou por nova lavagem e o substrato foi adicionado. A placa
foi incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente e protegida da luz. A reacdo foi
finalizada com acido fosforico (1:20) e a leitura realizada em leitor de ELISA (Molecular
DevicesCorp.; Sunnyvale, CA, USA), usando filtro de 450nm. Os resultados foram analisados
utilizando-se o programa Softmax PRO (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

4.7 Dosagem de 6xido nitrico (NO)

Sobrenadantes da cultura de macrofagos foram testados para detectar a liberagdo de
NO sob a forma de nitrito (NO2) pela reacdo 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 a temperatura ambiente. A absorbancia foi medida em

espectrofotometro a 540 nm e a concentragdo de NO> determinada usando uma curva padrao
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de nitrito de soédio e expressa como pmol/mL. Para evitar interferéncia por NOo,
possivelmente presente no meio, foi adicionado um branco para cada experimento, utilizando

RPMI suplementado, meio utilizado na cultura das células.

4.8 Analise estatistica

Para verificar a significancia estatistica entre os grupos tratados e o grupo controle foi
aplicado o teste de normalidade e como houve distribui¢ao normal, foi utilizado o teste Mann-
Whitney. Para as comparagdes entre multiplos grupos foi realizado o teste one-way ANOVA,
seguido pelo post-test Bonferroni. Os testes foram realizados utilizando o Programa GraphPad
Prism versao 5,0. Em todos os testes utilizados, a significancia minima foi aceita quando P<

0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacao do efeito de CXCL10 na infeccio de macrofagos por Leishmania infantum

in vitro.

A observacao das laminas obtidas mostrou que, ap6s 24h, o tratamento com CXCL10,
nas trés concentragdes utilizadas, resultou em uma reducgdo estatisticamente significante da
carga parasitaria que variou entre 64,4% a 74,0%, quando comparada com o controle nao
tratado (Figura 5A). No tempo equivalente, o resultado da associacdo de CXCL10 com
Glucantime variou na reducao da infec¢ao dos macrofagos de 68,0% a 75,0%, mostrando

semelhanca ao tratamento com CXCL10 sozinho (Figura 6A).

FIGURA 5. Carga parasitdria em macrofagos da linhagem RAW 264 infectados com

Leishmania infantum e tratados com CXCL10.
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Fonte: Elaborado pelos autores. Macrofagos da linhagem RAW 264 foram infectados com promastigotas de L.
infantum (10 parasitas: 1 macrofago). Apds 12 h de infecco as células foram tratadas in vitro com CXCL10 (25,
50 e 100 ng/mL). Apds 24 (A) e 48h (B) de incubagdo, o nimero de amastigotas por 50 macréfagos foi
determinado em microscopio Optico. Os dados representam a média aritmética = erro padrio da média.
LEGENDA: M¢ — Macrofagos infectados com L. infantum sem tratamento; LPS — Lipopolissacarideo; CX 25 —
CXCL-10 (25ng/mL); CX 50 — CXCL-10 (50ng/mL); CX 100 — CXCL-10 (100ng/mL).

Na anélise do tratamento com Glucantime, observou-se que houve redugdo na carga
parasitaria de 50,4% quando comparado ao controle no primeiro tempo avaliado. Vale

salientar que CXCLI0 sobressaiu-se em diminuir a infeccdo dos macréfagos nas
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concentragdes de 50 ng/mL (70,3%) e 100 ng/mL (74,0%) em comparagdo ao Glucantime
(50,4%) (Figura 5A). A associagdo de CXCL10+Glucantime apresentou também esse mesmo
efeito na reducdo da carga parasitdria intracelular na concentracdo de 100 ng/mL (75,0%)
(Figura 6A). Verificou-se que a associagdo de CXCL10+Glucantime nas concentragdes de
25ng/mL e 50ng/mL obtiveram respostas semelhantes na redugdo de carga parasitaria, com
diminui¢do intracelular de 68% ambas, apesar de ndo haver significincia em relacdo a

Glucantime (50,4%).

FIGURA 6. Carga parasitdria em macrofagos da linhagem RAW 264 infectados com

Leishmania infantum e tratados com a associacdo de CXCL10+Glucantime.
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Fonte: Elaborado pelos autores. Macrofagos da linhagem RAW 264 foram infectados com promastigotas de L.
infantum (10 parasitas: 1 macrofago). Apos 12 h de infecgdo as células foram tratadas in vitro com a associagdo
de Glucantime (16 mg/mL) + CXCL10 (25, 50 e 100 ng/mL). Apds 24 (A) e 48h (B) de incubagdo, o nimero de
amastigotas por 50 macréfagos foi determinado em microscopio Optico. Os dados representam a média
aritmética + erro padrdo da média. LEGENDA: M¢ — Macrofagos infectados com L. infantum sem tratamento;
LPS — Lipopolissacarideo; Glu — Glucantime; CX 25 — CXCL-10 (25ng/mL); CX 50 — CXCL-10 (50ng/mL);
CX 100 — CXCL-10 (100ng/mL).

Apo6s 48h do tratamento, os resultados mostraram que CXCL10 manteve a redu¢ao no
numero de parasitos intracelulares, nas concentragdoes utilizadas ([25ng/mL;67,0%],
[50ng/mL;70,0%], [100 ng/mL; 72,6%]) quando comparados com o controle (Figura 5B).
CXCL10 apresentou melhor redu¢do nas concentragdes de 50ng/mL (70%) e 100 ng/mL

(72,6%) quando comparadas a Glucantime (61,8%). Interessante ressaltar que no tempo
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avaliado, na concentracdo de 100ng/mL, CXCL10 reduziu 21 vezes mais o numero de
parasitos intracelulares que Glucantime. A associa¢do de CXCL10+Glucantime se comportou

como no primeiro tempo avaliado, mantendo uma significante maior redug¢do de parasitos

(Figura 6B).

5.2 Producio de oxido nitrico por macroéfagos infectados por Leishmania infantum in

vitro e tratados com CXCL10

Ao se analisar os sobrenadantes das amostras de 24 horas, observou-se que a produgao
de NO se comportou de forma dose-dependente nas amostras onde CXCLI10 foi utilizado
sozinho, com uma média de producdo variando entre 79 umol/L a 282,3pumol/L. Mesmo nao
havendo significancia em relacdo a Glucantime (391,5 + 48,40), observou-se uma tendéncia a

uma maior producdo de NO a medida que a concentracdo da quimiocina foi aumentada

(Figura 7A).

Figura 7. Produ¢do de 6xido nitrico por macréfagos infectados com Leishmania infantum e

tratados com CXCL10.
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Fonte: Elaborada pelos autores. Macrofagos da linhagem RAW 264 foram infectados com L. infantum (10
parasitas: 1 macrofago). Apos 12 h de infeccdo as células foram tratadas in vitro com CXCL10 (25, 50 e 100
ng/mL), LPS (20 ng/mL) e Glucantime (16 mg/mL). Os sobrenadantes das culturas foram coletados com 24 (A)
e 48 (B) h para a dosagem de NO. Os dados representam a média aritmética = erro padrdo da média.
LEGENDA: M¢ = Macrofagos; NI = Nao Infectados; L = Leishmania infantum; LPS — Lipopolissacarideo; CX
25 — CXCL-10 (25ng/mL); CX 50 — CXCL-10 (50ng/mL); CX 100 — CXCL-10 (100ng/mL).

Os sobrenadantes de 48 horas demonstraram uma redu¢do da produgdo de NO em
todas as amostras, ainda assim, prevalecendo uma maior sintese de NO quando as células

foram tratadas com Glucantime (346,7 + 21,89). As amostras se comportaram como no
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primeiro tempo avaliado, onde CXCL10 obteve médias de producdo variando entre 52,0
umol/L a 164,0 umol/L; mostrando que continuou havendo dose-dependéncia, embora nio

tenha sido significativa em relacao a Glucantime (Figura 7B).

Figura 8. Concentracao de 6xido nitrico por macrofagos infectados com Leishmania infantum

e tratados com a associa¢ao de Glucantime+CXCL10.
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Fonte: Elaborada pelos autores. Macréfagos da linhagem RAW 264 foram infectados com L. infantum (10
parasitas: 1 macrofago). Apds 12 h de infeccdo as células foram tratadas in vitro com a associacdo de
Glucantime (16 mg/mL) + CXCL10 (25, 50 e 100 ng/mL), LPS (20 ng/mL) e Glucantime (16 mg/mL). Os
sobrenadantes das culturas foram coletados com 24 (A) e 48 h (B) para a dosagem de NO. Os dados representam
a média aritmética + erro padrio. LEGENDA: M¢ = Macroéfagos; NI = Nao Infectados; L = Leishmania
infantum; LPS — Lipopolissacarideo; GLU = Glucantime; CX 25 — CXCL-10 (25ng/mL); CX 50 — CXCL-10
(50ng/mL); CX 100 — CXCL-10 (100ng/mL).

Quando se analisou a associacdo de Glucantime + CXCL10, observou-se apos 24
horas uma dinamica diferente, onde, a medida que a concentracdo da quimiocina aumentou,
houve diminuicao da producao de NO. A associagdao de Glucantime + CXCL10 de 25ng/mL
obteve uma média (320,2 = 35.28) que decaiu 3 vezes ao chegar na concentracdo de
100ng/mL (120,7 £ 5,99), enquanto o Glucantime sozinho apresentou média 346,7 + 48,4
(Figura 8A).

Ap0s 48 horas, as amostras se comportaram como no primeiro tempo avaliado (Figura
8B), tendo Glucantime como o maior indutor da produgdo de NO (346,7 + 21,89). Quando a

associacdo CXCLI10 + Glucantime foi utilizada, observou-se que a producdo de NO foi
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diminuindo a medida que a concentragdo da quimiocina aumentou (25 ng/mL = 271,4 +

16,31; 100 ng/mL = 150 £ 23,82).

5.3 Producao de citocinas anti-inflamatoérias

Em relacdo as citocinas anti-inflamatorias, os resultados mostraram que a infec¢ao por
L. infantum, seguida pelo tratamento com CXCL10 (100 ng/mL) inibiu a producao de IL-4,
sendo estatisticamente significante apenas com 24 h pés-infec¢ao (p<0,01), e inibiu também a
secrecdo de IL-10 (p<0,001) nos dois tempos avaliados (Fig. 9A e B). Os sobrenadantes
obtidos com 48h apos infecgdo apresentaram resultados similares, tanto para IL-4 como para

IL-10 (Fig. 9A e B).

Figura 9. Producdo de IL-4 e IL-10 por macrofagos infectados com Leishmania infantum e

tratados com CXCL10.
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Fonte: Elaborada pelos autores. Macrofagos da linhagem RAW 264 foram infectados com L. infantum e, apos
12h, tratados em vitro com CXCL10 (100 ng/mL). Os sobrenadantes das culturas foram coletados com 24 (A) e
48 h (B) para a dosagem de citocinas. Os dados representam a média aritmétrica + erro padrio da média. Cada

grupo foi comparado com o controle infectado e ndo tratado (**, p<0,01; *** p<0,001).

Apbs 24h de infeccdo, ocorreu uma inducdo 3 vezes maior na producao de IL-4
(p<0,01) e IL-10 (p<0,001) pelas células parasitadas quando comparado com aquelas nao
infectadas (Fig. 5A e 5B). Com 48 h apos infec¢do, apenas IL-10 continuou com produgao

aumentada nas células parasitadas (p<0,001).
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6. DISCUSSAO

Leishmania infantum suporta o compartimento hostil e toxico de fagolisossomos de
macrofagos por evasdo e atenuacgdo das fungdes microbicidas do hospedeiro (CECILIO et al.,
2014). Leishmania tem evoluido como um parasito bem-sucedido, principalmente pela sua
capacidade em modular a resposta imunologica e citoquimica do hospedeiro ap6s a infecgao.
A estratégia chave para o sucesso da patogénese ¢ a de subverter a acdo das substancias
microbicidas, como o o6xido nitrico, produzidas pelo macroéfago infectado. Este parasito
oportunista estabelece, assim, um nicho seguro nos fagocitos inativados e um parasitismo
descontrolado no figado, no bago e na medula 6ssea, levando a um quadro de LV sintomatica,
caracterizada por febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia e anemia (PALATINIK-DE-
SOUSA, 2012).

O inicio de uma resposta imunoldgica apropriada ¢ um desafio para o controle da
infeccdo por Leishmania. Recentes abordagens como a terapia de combinacdo, a
administracdo orientada e uso de adjuvantes imunologicos sdo esforcos para reduzir as doses
eficazes de farmacos disponiveis no mercado associados a toxicidade (SINGH et al., 2014).

Neste trabalho foi avaliado o potencial da quimiocina CXCL10 em controlar a
infeccdo causada por L. infantum, utilizando um modelo in vitro de leishmaniose visceral.
CXCLI10 na concentragdo de 100 ng/mL foi capaz de reduzir em 74,0% a carga parasitaria
intracelular em relagdo a macréfagos infectados e ndo tratados, e essa reducdo foi 56x maior
do que aquela induzida pelo estimulo com Glucantime. O provéavel mecanismo efetor desta
redugdo da carga parasitaria estd relacionado a ativacdo do macrofago pela quimiocina e a
eventual produgdo de NO, substancia que medeia a acdo de macréfagos ativados na destrui¢ao
dos parasitos intracelulares. A produgdo de NO aumentou consideravelmente em macrofagos
infectados e tratados com CXCL10, em comparagdo aqueles infectados e nao tratados com a
quimiocina.

Trabalhos relatam que pacientes com LV apresentam concentragdes elevadas de
CXCL9 e CXCLI10 no seu soro durante a infeccdo ativa, e tem sido sugerido que estas
quimiocinas desempenham um papel importante, juntamente com IFN-y na doenca (HAILU
et al., 2004). Estudos envolvendo caes que sdo naturalmente ou experimentalmente infectados
com L. infantum, demonstraram que esses animais possuiam RNAm de CXCL10
excessivamente expresso no baco, levando a uma resposta imunologica do tipo Thl
(STRAUSS-AYALI et al., 2007). Uma analise detalhada da expressdao de quimiocinas em

amostras de pele de cdes naturalmente infectados com L. infantum demonstrou densidade
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aumentada do parasito e uma correlagao positiva com CCL2, CCL4, CCL5, CCL21 e CXCLS
(MENEZES-SOUZA et al., 2012). Nota-se que algumas quimiocinas, tais como CCL2 e
CXCLI10 podem ativar macrofagos para participar na redugdo do numero de parasitos
(RITTER et al., 2000). Os macrofagos medeiam a destruicdo de Leishmania em seu interior
via derivados reativos de oxigénio e NO, principalmente (VOULDOUKIS, et al., 1997).

Trabalhos tém mostrado que em modelos murinos de infeccdo com L. major, IFN-y
apresentou ac¢do sinérgica com TNF-a, outra citocina derivada de macréfagos, e juntas, elas
ativam macrofagos, levando ao aumento da expressao de iNOS — o6xido nitrico sintase
induzivel, enzima que catalisa a sintese de NO a partir da arginina, um potente agente
microbicida que leva a morte de parasitos intracelulares e outros microorganismos (LIEW;
WEI; PROUDFOOT, 1997; BOGDAN; ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000). Mais
recentemente, ha trabalhos mostrando que algumas espécies de Leishmania sdo resistentes a
acao microbicida de NO, como alguns isolados de L. braziliensis, que exibiram significante
crescimento intracelular mesmo na presenca de LPS e IFN-y, substancias que usualmente
ativam macrofagos (SOUZA et al., 2010).

Estudos demonstraram que NO desencadeia a morte de amastigotas de Leishmania
através da inducdo de apoptose nestes parasitos (HOLZMULLER et al., 2002), e um feno6tipo
de amastigotas de L. infantum se provou resistente a morte apoptdtica mediada por NO
(HOLZMULLER et al., 2006). Assim sendo, a alta concentracio de NO obtida em
macrofagos tratados com CXCL10 no presente trabalho pode ndo ser indicativa direta da
morte dos parasitos, ja que em alguns casos os parasitos conseguem se evadir da destruicao
mediada por NO. Esse fato foi observado na associagdao de CXCL10+Glucantime, onde ndo
houve producao significativa de NO em relagdo ao Glucantime sozinho, contudo houve uma
importante reducdo na carga parasitaria, observando-se que CXCL10 na concentracdo de
100ng/mL reduziu 21 vezes mais a infec¢do intracelular que Glucantime.

Nos dois tempos avaliados, CXCL10 + Glucantime nado induziu a produ¢do de NO em
macrofagos em niveis comparaveis aqueles observados para as células tratadas apenas com
Glucantime, e isto sugere o envolvimento de outros mecanismos na morte de L. infantum apos
0 tratamento com a associagdo. Na literatura, hd relatos de que outros produtos do
metabolismo do oxigénio envolvidos na explosdo respiratorio em macrofagos murinos
ativados, tais como peroxido de hidrogénio (H20:2) e anion superoxido (O27) também estariam
implicados na eliminacdo de Leishmania (ASSCHE et al., 2011).

Ao se avaliar a associacdo CXCL10+Glucantime, a medida que se aumentou a dose da

quimiocina, percebeu-se a reducdo da producdo de NO, onde as médias de Glucantime e da
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associacdo de Glucantime+CXCL10 (100ng/mL) apresentaram reducdo de 346,7 a 150, 2;
respectivamente, sugerindo que essa associacao causou inibi¢do da produgdao de NO. Nao ha
na literatura nenhuma referéncia a inibi¢ao do efeito da associa¢ao de Glucantime com outros
farmacos ou citocinas.

Corroborando com a resposta protetora representada pelo aumento da producdo de
NO, o tratamento com CXCL10 induziu diminui¢do significativa de IL-10, citocina anti-
inflamatéria e presente em altos niveis na fase ativa da doenga, e de IL-4, citocina de
assinatura da resposta tipo Th2, sugerindo um papel protetor de CXCL10 na mediagdo da
polarizagdo da resposta imunoldgica; de Th2 para Thl em macrofagos infectados com L.
infantum.

O estabelecimento das leishmanioses tem sido relacionado a polarizagao de resposta
de células T CD4" subtipo Th2. Camundongos BALB/c infectados com L. major se mostram
incapazes de controlar a disseminagdo do parasito ¢ o desenvolvimento da doenga acaba
levando o animal a morte. Esta incapacidade de controlar a doenga esta relacionada com a
resposta precoce do tipo Th2, que se inicia e se mantém a partir de células T CD4" secretoras
de IL-4, resultando em ativacdo de células B policlonais (CHATELAIN; VARKILA;
COFFMAN,1992).

A aparente cura de infecgdes por L. major em camundongos BALB/c tratados durante
o curso da infec¢do com anticorpos monoclonais anti-IL-4 (SADICK et al., 1990) ou em
camundongos knockout para IL-4 (KOPF et al., 1996), fornecem sdlidas evidéncias de que a
producdo precoce de IL-4 polariza a resposta imunologica para Th2, que € responsavel por
suprimir o desenvolvimento de células Thl e por consequéncia também o alto nivel de
secrecdo de IFN-y requerido para a ativacdo de macrdéfagos infectados. Entretanto, em
pacientes portadores de LV, hd um aumento no nivel de producdo de multiplas citocinas e
quimiocinas, € muito da resposta parece ser pro-inflamatoria, como ¢ indicado pelo elevado
nivel plasmatico de IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, CXCLI10, IFN-y e TNF-a (DE
MEDEIROS et al., 1998; ANSARI et al., 2006; KURKJIAN et al., 2006; VIANA, 2010).

A citocina que se opde a cura em leishmaniose e encontrada mais comumente em
pacientes com evolugdo clinica ndo ¢ IL-4 e sim IL-10 (SACKS; ANDERSON, 2004;
VIANA, 2010). IL-10 ¢ outra citocina produzida por macréfagos que contribui para a
sobrevivéncia de Leishmania nestas cé€lulas, relacionado como o fator mais potente para a
patogénese de LV. IL-10 inibe a sintese de citocinas produzidas por macréfagos, tais como
IL-1B, IL-6, IL-8 ¢ TNF-o (DE WALL et al., 1991) e reduz a fun¢do de apresentagdo de

antigenos nestas células através da diminui¢cdo da expressao de moléculas de MHC classe II
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(DE WALL et al., 1991). A associagdo de IL-10 e LV em seres humanos com doenga ativa ¢
bem estabelecida (NYLEN et al.,, 2007). IL-10 ¢ uma citocina regulatéria que pode ser
produzida por células T, B, macrofagos, células dendriticas e epiteliais, e acredita-se que seja
induzida como uma resposta de equilibrio homeostatico que protege tecidos de dano colateral
causado por inflamagao excessiva (MOORE et al., 2001; MEGE et al., 2006).

Na LV, a imunossupressdo mediada por citocinas ¢ dominada por IL-10 e TGF-f
(MURRAY et al., 2002). Estudos envolvendo murinos deficientes em IL-10 mostraram que
estes sao altamente resistente a LV (MURRAY et al., 2002; KAYE et al., 2004). Esta citocina
também prejudica a capacidade de resposta para antimdnios pentavalentes. Em modelos
experimentais de LV, o tratamento com anticorpos monoclonais contra o receptor de IL-10
permitiu uma redug¢dao de 10 vezes na eficacia da dose de antimdnios pentavalentes em
comparagdo com o farmaco por si s6, bem como consideravel encurtamento do tempo
necessario para uma terapia eficaz (MURRAY et al., 2002; SHAKYA et al., 2012). Inibicao
de TGF-B foi demonstrada diminuir a carga de parasitos em LV experimental; no entanto, o
bloqueio de TGF-p ndo tem aparente efeito sobre a atividade dos antimonios (SHAKYA et
al., 2012).

Com base em estudos do modelo de infecgdo de L. major em camundongos BALB/c, a
desregulagdo imunologica associada com a ndo-cura e formas disseminadas de leishmaniose
foram apontadas como uma resposta polarizadas para Th2, impulsionado o crescimento do
parasito, onde IL-4 ¢ especialmente dominante (STAGER et al., 2010). A acumulagdo de
dados em LV humana, no entanto, indicam que as respostas de citocinas ndo sdo altamente
polarizadas, e mesmo durante a fase aguda da doenca, niveis elevados de mRNA de IFN-y
foram encontradas no tecido da lesdo, tais como o bagco e medula 6ssea (BACELLAR et al.,
1996; NYLEN et al., 2010). Além disso, em LV humana, a superproducdo de IL-10
proporciona uma melhor correlacdo com a susceptibilidade a doenga do que IL-4. A principal
atividade promotora da doenca desempenhada por IL-10 ¢ aquela relacionada aos macrofagos,
que podem se tornar ndo responsivos a sinais de ativacao, inibindo a morte de amastigotas
dentro dos fagolisossomos, pela diminui¢do da producdo de TNF-a e NO (WU et al., 1993;
VOULDOUKIS et al., 1997).

Estudos com quimiocinas CC in vitro e in vivo demonstraram restauracao da resposta
efetora, indicando que estas moléculas desempenham importante papel em restringir a
progressao da infec¢do por Leishmania (DEY et al., 2007). CXCL10, por exemplo, estimula a
producdo de citocinas de perfil Thl em infec¢do por L. amazonensis (VASQUEZ; SOONG,

2006) e desempenha importante papel imunoprotetor em modelos in vitro e in vivo de L.
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donovani, direcionando a resposta imunologica para uma resposta efetora pro-inflamatoria
(GUPTA et al., 2009).

Em resumo, os dados apresentados neste trabalho fornecem evidéncias sobre o papel
de CXCL10 em direcionar a resposta imunologica para um perfil protetor, em um modelo in
vitro de LV por L. infantum. O tratamento de macréfagos infectados por L. infantum realizado
com esta quimiocina sugere a indu¢do de resposta imunolédgica pro-inflamatoéria, mediada por
NO, normalmente suprimido pelo parasito para sobreviver as condigdes hostis no interior do
fagolisossomo. Por outro lado, as citocinas, cujas expressoes estao tipicamente relacionadas
ao estabelecimento da doenca em modelos de LV, IL-4 e IL-10, tiveram suas produgdes
diminuidas apdés o tratamento com CXCLI10. Uma vez que IL-10 inibe NO
(BHATTACHARYYA, 2001), a regulagdao do balango de citocinas prd e anti-inflamatorias
por CXCL10 pode exercer um papel critico para o controle ou desenvolvimento da doenga
(DIEFENBACH, 1999). A associagdo de CXCL10 com Glucantime gerou inibi¢do na
produgdo de NO, sugerindo que outros mediadores podem estar controlando a parasitemia
intracelular, visto que houve redugdo da carga parasitdria mesmo com a baixa producdo de

NO.
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7. CONCLUSAO

Em macrofagos RAW 264 infectados por cepa de Leishmania infantum e tratados com a
quimiocina CXCL10 in vitro, € possivel concluir que o tratamento com a quimiocina reduziu
a carga parasitdria intracelular em macrofagos apos 24 h e 48h de infeccdo, mediado por
oxido nitrico e sugerindo a participacdo de outros mediadores envolvidos. Além disso, o
tratamento com CXCLIO reduziu a producdo de IL-4 e IL-10, sugerindo uma
imunomodulacdo da resposta inflamatdéria. O tratamento com a associagdo Glucantime +
CXCL10, embora tenha reduzido a carga parasitaria intracelular, inibiu a produ¢do de 6xido
nitrico de uma maneira dose-dependente, sugerindo que a redu¢do nos numeros de parasitos
deve ser mediada por outros mecanismos. Os dados deste trabalho sugerem um promissor
efeito imunomodulador da quimiocina CXCL10, e um efeito protetor quando associada a

Glucantime, na infecc¢ao por L. infantum.
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