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RESUMO

Leishmania braziliensis proveniente de paciente resistente ao antiménio é capaz de induzir altos
niveis de IL-4 e de Arginase em camundongos, contribuindo para a maior viruléncia da cepa e
gravidade da doenca. CXCL10 é uma quimiocina que recruta e ativa células Thl, NK,
macrofagos, células dendriticas e linfécitos B. O objetivo deste trabalho foi avaliar in vivo o
efeito de CXCL10 na infeccdo por cepa de L. braziliensis refrataria ao tratamento com
antiménio. Camundongos BALB/c (n=64) foram infectados por via intradérmica na orelha
direita, 10" promastigotas (20L) e apds o aparecimento das lesdes (5% sem), 0s animais foram
divididos em quatro grupos (16 animais/grupo): 1. Controle nao tratado; 2. Glucantime
(100mg/kg/dia, 1.M); 3. CXCL10 (100ng/10uL, 1.M.); 4. Glucantime+CXCL10 (100ng/10uL +
100mg/kg/dia, 1.M.). Os animais foram tratados por 7 dias, acompanhados com medidas
semanais das lesfes e eutanasiados na 1% e 32 semanas poOs-tratamento (s.p.t.) para a avaliacéo de
alguns pardmetros: carga parasitaria (lesdes e linfonodo de drenagem-LN), producdo das
citocinas IFN-y, IL-4, IL-10 e TGF-p (linfonodo) e alteragdes histologicas (lesdes). Os resultados
mostraram que CXCL10 e CXCL10+Glucantime induziram, ja a partir da 1% s.p.t, lesdes ndo
ulceradas e que regrediram significativamente (0,35+0,07; 0,047%0,27; p<0,05), quando
comparado ao Controle (0,63+0,12) e ao Glucantime (0,56+0,12). Isso foi relacionado com a
importante  diminuicdo da carga parasitaria observada nos grupos CXCL10 e
CXCL10+Glucantime, no LN (1,17x10° + 0,85 x 10°% 2,05x10° + 1,50x10°, respectivamente)
quando comparado ao Controle (3,2x10* + 1,97x10%) e ao Glucantime (1,18x10° + 1,12x10°). Em
relacdo as citocinas, o tratamento com CXCL10 mostrou altas concentra¢@es de IFN-y, 1L-10 e
TGF-B, e baixa producdo de IL-4. Em contrapartida, nos grupos Controle e Glucantime, foi
observada maior producdo de IL-4. Esses dados corroboram também com os achados
histopatologicos que mostraram que os animais tratados com CXCL10, associado ou ndo ao
Glucantime, apresentaram uma inflamagéo ndo exacerbada, com auséncia de necrose, menor
parasitismo, presenca de granulomas e infiltrado celular com mais macrofagos ativados, muitos
linfocitos e poucos plasmocitos, em relagdo ao Controle e ao Glucantime. Em suma, CXCL10 e
a associacdo CXCL10+Glucantime induziram les6es menores, ndo ulceradas, com diminuicao da
carga parasitaria mais precocemente, conduzindo a resolugédo da doencga através de uma resposta
imunolodgica com alta producéo de IFN-y e baixa producdo de IL-4, e controle da inflamacéo
modulado por IL-10 e TGF-p.

Palavras-chave: Leishmania braziliensis. Resisténcia a Medicamentos. Camundongos Endogamicos BALB
C. Quimiocina CXCL10.



ABSTRACT

Leishmania braziliensis from antimony-resistant patient is able to induce high levels of IL-4
and Arginase in mice, contributing to the increased virulence of the strain and the severity of
the disease. CXCL10 is a chemokine that recruits and activates Thl cells, NK, macrophages,
dendritic cells and lymphocytes B. The objective of this study was to evaluate in vivo the
effect of CXCL10 in the infection by strain of L. braziliensis refractory to treatment with
antimony. BALB/c mice (n=64) were infected intradermally in the right ear 10 promastigotes
(20 pl), and after appearance of lesions (5% week), the animals were divided into four groups
(16/group): 1. Control untreated; 2.Glucantime (100mg/kg/day, I.M.); 3.CXCL10 (100
ng/10uL, 1.M.); 4.Glucantime+CXCL10 (100ng/10puL+100mg/kg/day, I.M.). The animals
were treated for 7 days, followed by weekly measurements of lesions, and were euthanized in
the first and fourth week post-treatment (w.p.t) for the evaluation of some parameters: parasite
burden (lesions, and draining lymph node-LN), production of the cytokines IFN-y, IL-4, IL-
10 and TGF-B (LN) and histological changes (lesions). The results showed CXCL10 and
Glucantime induced, early as the first s.p.t., non-ulcerated lesions that regressed significantly
(0.35+0.07, 0.047 + 0.27, p <0.05) compared to controls (0.63 £ 0.12) and Glucantime (0.56
+ 0.12). This was associated with a significant decrease in parasite load observed in CXCL10
and CXCL10 + Glucantime groups, in the lymph node (1.17x10° + 0.85x10° 2.05x10° +
1.50x10°, respectively) compared to control (3.2x10* + 1.97x10%) and Glucantime (1.18x10° +
1.12x10°). Regarding to cytokines, CXCL10 treated animals showed high levels of IFN-y, IL-
10 and TGF-B, and low IL-4 production. In contrast, was observed in the control and
Glucantime groups increased production of IL-4. These data also corroborate the
histopathological findings showing that animals treated with CXCL10, with or without
Glucantime, showed a non-exacerbated inflammation, with absence of necrosis, lower
parasitism, granulomas and cellular infiltrate with more activated macrophages, many
lymphocytes and few plasma cells, compared to control and Glucantime. In conclusion,
CXCL10 and the association CXCL10+Glucantime induced minor injuries, lesions non-
ulcerated, with decreased earlier parasite load, leading to the resolution of the disease through
an immune response with high IFN-y and low IL-4 production, and with the control of
inflammation mediated by IL-10 and TGF-p.

Keywords: Leishmania braziliensis. Drug Resistance. Inbred BALB C Mice. Chemokine
CXCL10.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

As leishmanioses sdo endémicas em 98 paises, trés territorios e cinco continentes,
e sdo consideradas uma das seis mais importantes doencas infecciosas, pelo seu alto
coeficiente de deteccdo e capacidade de produzir deformidades (ALVAR et al., 2012;
MS/SVS, 2013; LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2014).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), estima-se que existem
12 milhdes de infectados, 350 milhGes de pessoas expostas ao risco de contrair a doenca e
cerca de 2 milhGes de novos casos ocorrendo a cada ano (WHO/OMS, 2010).

Aproximadamente 200 a 400 mil pessoas sdo infectadas com LV por ano
(WERNECK, 2014), com mais de 90% dos casos ocorrendo na india, Brasil, Nepal, Etiopia,
Sudao e Bangladesh (MALLA; MAHAJAN, 2006; GOTO; PRIANTI, 2009; PACE, 2014),
estando nessas regides 90% dos casos fatais da doenca (PIGOTT et al., 2014). Além disso, é
estimada a ocorréncia de 50 mil mortes da forma visceral da doenca por ano, uma taxa sé
superada pela maléria (LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2014).

Para a Leishmaniose Cutanea (LC), estima-se a ocorréncia de 0,7-1,2 milhdes de
novos casos por ano, principalmente no litoral do Mediterraneo, nas Américas e Asia (PACE,
2014). Cerca de dois tercos desses casos estdo presentes nos paises: Afeganistdo, Argélia,
Colémbia, Brasil e Irda (WHO/OMS, 2014).

No Brasil, a LTA apresentou um aumento no nimero de casos registrados, a partir
da década de 80, quando em 1985 se solidificou a implantacdo das a¢des de vigilancia e
controle da doencga no pais. Encontra-se presente em 19 unidades federativas, verificando-se
sua expansao geografica, quando em 2003 foi confirmada a autoctonia em todos os estados
brasileiros. No periodo de 1985 a 2005, verificaram-se uma média anual de 28.568 casos
autoctones registrados e coeficiente de deteccdo médio de 18,5 casos/100.000 habitantes
(MS/SVS, 2013).

No Estado do Ceara, a LTA representa um importante problema de saude publica,
apresentando elevados indices. De acordo com o Ministério da Saude, o Ceara esta entre as
trés regibes de maior deteccdo da doenca no Nordeste, com 514 casos em 2013, com
coeficiente de deteccdo 5,9 por 100.000 habitantes, estando atrds apenas da Bahia e do
Maranh&o (MS, 2014).
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1.2 Agente etioldgico e ciclo bioldgico

As leishmanioses sdo infeccGes causadas por protozodrios tripanossomatideos
pertencentes a ordem Kinetoplastida do género Leishmania (ALMEIDA; BARRAL,
BARRAL-NETO, 2003; PACE, 2014). Esses protozoarios compreendem mais de 30 espécies,
das quais 11 tém significativa importancia médica e veterinaria (CECILIO et al., 2014). O
género Leishmania é classificado em dois subgéneros: Viannia, com prevaléncia apenas no
Novo Mundo (Américas), e Leishmania, sendo as regides geogréaficas de ocorréncia o Velho
Mundo (Europa, Asia e Africa) e Novo Mundo (PACE, 2014). A doenca pode se manifestar
sob as formas clinicas: cutdnea, mucocutanea e visceral, dependendo da espécie do parasito
(HARHAY et al., 2011, ABDELLATIF; EL-MABROUK; EWIS, 2013).

As leishmanias possuem um ciclo de vida digenético, exigindo um hospedeiro
vertebrado e um inseto vetor, sendo capazes de infectar animais, seres humanos e 0s seus
vetores, os flebotomineos (PISCOPO; AZZOPARDI, 2006; GIUDICE et al., 2007; CECILIO
etal., 2014).

Os dipteros, da subfamilia Phlebotominae, sdo os vetores de varias espécies de
Leishmania considerando-se as 93 espécies envolvidas na transmissdo (WHO/OMS, 2010;
ALMEIDA; BARRAL; BARRAL-NETO, 2003; CHAARA et al., 2014). A infeccdo ocorre
por dois principais géneros: Phlebotomus, no Velho Mundo e Lutzomyia, no Novo Mundo
(BEZERRA; TEIXEIRA, 2001; PISCOPO; AZZOPARDI, 2006; ABDELLATIF; EL-
MABROUK; EWIS, 2013). Os hospedeiros vertebrados incluem cerca de 60 espécies de
reservatorios mamiferos como cées, roedores, edentados, marsupiais e 0 homem (MCGWIRE;
SATOSKAR, 2013; WHO/OMS, 2010; CHAARA et al., 2014).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) foi primeiramente confirmada no
Brasil em 1909, pelos achados do parasito em individuos com ulceras cutdneas e
nasobucofaringeas (MS/SVS, 2013). E uma doenca de carater zoonGtico, que acomete o
homem e diversas espécies de animais silvestres e domésticos, amplamente difundida na
maioria dos paises da América Latina, e causada por diferentes espécies de protozoarios do
género Leishmania (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).

No Brasil, ja foram identificadas sete espécies responsaveis pela transmissao da
LTA, sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais
espécies sdo: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonenses (GIUDICE et al.,
2007; SOUZA et al., 2010; SVS/MS, 2013). Mais recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni,
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L. (V.) naifi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram identificadas como apresentando
ocorréncia em estados das regides Norte e Nordeste (MS/SVS, 2013).

Nas regides endémicas para LTA no Brasil, e especialmente no Ceara, 0 agente
etioldgico principal é a espécie L. braziliensis (VASCONCELOS et al.,, 1988; DE
OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012). A transmisséo esté associada aos flebotomineos Lutzomyia
whitmani, Lu. intermedia, Lu. wellcomei , Lu. flaviscutellata, Lu. umbratilis e Lu. migonei,
sendo Lu. whitmani o mais importante vetor natural de L. braziliensis no Ceara (BEZERRA,
TEIXEIRA, 2001; DE OLIVEIRA E BRODSKYN, 2012; SVS/MS, 2013).

Os parasitos ocorrem sob duas formas evolutivas importantes: promastigota e
amastigota. As promastigotas sdo extracelulares flageladas, medindo de 15-20 pum e s&o
encontradas no trato digestivo dos vetores flebotomineos (MALLA; MAHAJAN, 2006;
GIUDICE et al., 2007; KIMBLIN et al.,2008; PACE, 2014). Por outro lado, as amastigotas
medem 3-5um, e sdo caracterizadas por serem obrigatoriamente intracelulares e sem flagelo
externo, localizadas em células da linhagem fagocitica mononuclear dos hospedeiros
vertebrados (BEZERRA et al,1996; ALEXANDER; BROMBACHER, 2012; GIUDICE et
al., 2007; PACE, 2014).

No trato digestivo das fémeas dos flebotomineos, a forma promastigota
prociciclica se liga a parede do intestino do inseto, sofrendo varias mudancas
(metaciclogénese), culminando na forma infecciosa do parasito de Leishmania, promastigota
metaciclica. Nessa fase, perde a capacidade de se fixar ao intestino médio e migra para a
regido da probdscida. A infeccdo ocorre quando, durante os habitos hematdfagos do inseto, as
formas infectantes do parasito, de 1 a 1000 metaciclicas, sdo liberadas na derme do
hospedeiro mamifero (ALMEIDA; BARRAL; BARRAL-NETO, 2003; KIMBLIN et al.,
2008). Em seguida, os parasitos sdo rapidamente captados por células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM), dentro dos fagolisossomos. No interior dos macréfagos as promastigotas
se diferenciam na forma amastigota, se multiplicam por divisdo binaria e infectam outros
tecidos. O ciclo € concluido quando o flebotomineo torna a se alimentar de sangue de
hospedeiros vertebrados infectados, adquirindo as formas amastigotas (CECILIO et al., 2014)
(Figura 1).
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Figura 1 — Ciclo de vida de Leishmania spp. (A) e as formas evolutivas promastigotas (B) e
amastigotas (C).
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Fonte: Adaptado do Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2014.

1.3 ManifestacGes clinicas com énfase na leishmaniose tegumentar causada por

Leishmania braziliensis

As leishmanioses podem se manifestar sob as formas: visceral e tegumentares,
ocorrendo desde casos assintomaticos a sintomaticos, com diferentes graus de
susceptibilidade a infeccdo (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004; PISCOPO;
AZZOPARDI, 2006).

A leishmaniose visceral (LV) resulta da infeccdo dos fagocitos dentro do sistema
reticulo-endotelial (MCGWIRE; SATOSKAR, 2013). Tanto o periodo de incubacéo, quanto a
manifestacdo da doenca € varidvel, podendo ocorrer nos primeiros 10 dias ap0s exposicao até
mais de um ano apo6s a infeccdo (MALLA; MAHAJAN, 2006). Os sintomas sdo devido a
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disseminacdo dos parasitos de Leishmania, que induzem acumulagdo de células fagociticas
mononucleares dentro dos o¢rgdos invadidos, ocasionando hiperplasia das células
reticuloendoteliais, implicando nas manifestacbes clinicas como esplenomegalia,
hepatomegalia, seguido dos sintomas palidez, febre, anorexia, perda de peso e distenséo
abdominal (GOTO; PRIANTI, 2009). Os sintomas podem ser fatais se a doenca ndo for
tratada e agravado devido a faixa etaria do individuo infectado, ocorrendo maior gravidade
em criangas (PISCOPO; AZZOPARDI, 2006; PACE, 2014).

Na maioria dos casos de LTA, a lesdo cutanea inicial evolui para a ulceracdo
superficial e, posteriormente, para uma lesdo classica de Ulcera profunda, com bordas
elevadas (DA-CRUZ et al., 2002). A LTA pode apresentar quatro manifestagdes clinicas
diferentes da doenca: leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutdnea mucosa
(LCM), e leishmaniose disseminada (LD), causadas frequentemente por L. (V.) braziliensis no
Nordeste do Brasil; e leishmaniose cutanea difusa (LCD) causada por L. amazonensis
(CARVALHO; PASSOS; JESUS, 2005; SOUZA et al, 2010).

O espectro clinico das LTA depende de interacdes complexas que abrangem
parasitos e hospedeiros, tais como: a espécie de Leishmania, sua capacidade infectiva e o
estado imunolégico e nutricional do hospedeiro, o que leva também as respostas diferenciadas
ao tratamento (ALEXANDRE; SATOSKAR; RUSSEL, 1999).

A leishmaniose cutanea localizada (LCL) possui um periodo de incubacédo
variando de 2 4 8 semanas e se inicia com uma papula no local da picada do flebotomineo
(PISCOPO; AZZOPARDI, 2006). Momentos seguintes ocorrem tipicas lesdes simples e
Unicas, com Ulceras de bordas elevadas e fundo granuloso (CARVALHO; PASSOS; JESUS,
2005). Nesse tipo de infeccdo a resposta celular é caracterizada por células do tipo TCD4+ e
TCD8+, com a presenca de alguns macréfagos e parasitos (FARIAS et al.,2012).

Os pacientes com LCL apresentam teste de Montenegro positivo, alta resposta
linfoproliferativa para antigeno soltvel de Leishmania (SLA) e altos niveis de IFN-y, TNF-a,
e baixos niveis de IL-10 (BACELLAR et al., 2002). Nessa clinica temos ainda altos niveis
para citocina IL-12, porém, menor producdo de IL-4 (TULADHAR; NATARAJAN;
SATOSKAR, 2011). Nesses pacientes, IFN-y é produzido por linfocitos T CD4+ e CD8+
(ANTONELLI et al., 2004). O perfil de citocinas encontradas em biopsias de pele de
pacientes com LCL demonstram alta expressao de citocinas pré-inflamatorias, tais como IL-1,
IL-6 e TNF-o (QADOUMI et al., 2002).
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Na leishmaniose cutdnea mucosa (LCM), também conhecida como espundia, o
periodo de incubacéo varia de 1 a 3 meses, e sdo observadas maltiplas lesdes ulceradas, no
qual pode haver, principalmente, o comprometimento das mucosas da orofaringe, com
destruicdo do palato, faringe, laringe, septo nasal e o aparecimento de lesdes desfigurantes
(PISCOPO; AZZOPARDI, 2006). A resposta celular se apresenta de forma exacerbada, com
predominancia de TCD4+ (FARIAS et al., 2012). A disseminacdo linfatica ou hematogénica
de L. braziliensis, meses ou anos ap6s uma lesdo cutanea, pode ocasionar essa forma clinica
(SOUZA et al., 2010). Estudos corroboram com a ideia de que, enquanto a maioria das
espécies de Leishmania causam lesGes estritas a pequenas areas da pele, L. braziliensis causa
lesGes difusas que podem se espalhar para os tecidos das mucosas conduzindo ao quadro de
LCM (CECILIO et al., 2014).

A forma LCM apresenta uma resposta imunoldgica mais exacerbada e nao
regulada em relacdo a LCL, devido a relacdo entre citocinas prd e anti- inflamatorias, uma vez
que a LCL apresenta uma correlagdo mais positiva entre IL-10 e TNF-o em relagdo a LCM,
uma vez que na forma LCM sdo encontrados menos receptores para IL-10 (DE OLIVEIRA,;
BRODSKYN, 2012).

L. braziliensis pode causar ainda a forma disseminada (LD), relativamente rara,
geralmente em pacientes imunossuprimidos, descrita pela ocorréncia de inimeras lesdes
acneiformes pleomorficas, envolvendo principalmente face e tronco, podendo ser papulares
ou nodulares, em duas ou mais areas do corpo ndo contiguas (SOUSA et al., 2006). Na
resposta imunologica é observada uma producdo mais baixa de IFN-y e TNF-a por células
mononucleares, apo6s estimulo com antigeno soltvel do parasito, quando comparada a LCL
(CARVALHO; PASSOS; JESUS, 2005).

Estudos demonstram que 10% dos individuos residentes em &reas endémicas
infectados com L. braziliensis sdo classificados como formas subclinicas, caracterizadas por
uma resposta imunologica de hipersensibilidade do tipo tardia (DTH), no qual ocorre resposta
contra os antigenos de Leishmania, porém ndo exibem nenhuma lesdo (FOLLADOR et al,
2002). Esses individuos apresentam as respostas imunes celulares do tipo Thl menos intensas
quando comparadas com LC ou LCM, e menor producdo de IFN-y e TNF-a (DA SILVA
SANTOS; BRODSKYN, 2014). Desta forma, observa-se que a resposta Thl pode ser eficaz
se modulada, conduzindo a protecdo contra o parasito, sem induzir inflamacdo tecidual
(CARVALHO; PASSOS; JESUS, 2005).
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1.4 Aspectos imunoldgicos na infeccdo por Leishmania

Na infeccdo por Leishmania spp., a resposta imunoldgica protetora € mediada
predominantemente por células (SCOTT et al., 1988; CARVALHO; PASSOS; JESUS, 2005).
A diferenciacéo das distintas subpopulacdes de células TCD4" (Thl, Th2, Th17 e células T
regulatorias) direciona para diferentes tipos de resposta imunoldgica (FOWELL, 2009).

No inicio da infeccdo, as promastigotas metaciclicas, que sdo inoculadas pelos
flebotomineos, sdo reconhecidas e capturadas por neutrofilos, células dendriticas (CDs) e
também macrofagos (M¢), sua célula hospedeira natural, passando a forma amastigota
(TULADHAR; NATARAJAN; SATOSKAR, 2011).

No momento inicial da infeccdo, o maxidilan, um peptideo salivar presente nos
flebotomineos, auxilia no repasto sanguineo e na inoculacdo das formas de Leishmania, por
aumentar o fluxo sanguineo, a vasodilatacdo e inibir a coagulacdo sanguinea e a agregacao de
plaquetas, além de afetar a hemostasia local e impedir a producdo de 6xido nitrico (NO) pelos
macrofagos, suprimindo sua atividade leishmanicida e exacerbando o desenvolvimento das
lesdes (BOZZA et al., 1998;ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999).

Na infeccdo por L. braziliensis, o desenvolvimento de leses e a resposta
imunologica coincidem com o influxo de células inflamatérias, como macréfagos, neutréfilos
e eosintfilos (VON STEBUT, 2007; NOVAIS et al., 2009). No processo infeccioso ocorrem
particularidades como cronicidade, laténcia e tendéncia a metastase em seres humanos (DE
MOURA et al., 2007; NOVAIS et al., 2009).

Os neutrdfilos estdo entre as primeiras células com acdo fagocitica no infiltrado
celular, permanecendo cerca de dois dias apés a infeccdo (VAN ZANDBERGEN et al., 2004;
NOVAIS et al., 2009). Fornecem a primeira linha de defesa, liberam mediadores que alteram
0 ambiente extracelular e recrutam células inflamatorias (RIBEIRO-GOMES et al., 2004).
Sua atividade esta ligada ao processo de fagocitose, seguida de morte celular programada, e
expressdo de fosfatidilserina (PS) por esses corpos apoptdticos (CECILIO et al., 2014). Estes,
por sua vez, sdo englobados pelos macréfagos, que além de estimular o processo da resposta
imunoldgica promovem um ambiente que favorece o estabelecimento da infeccdo (DA
SILVA SANTOS; BRODSKYN, 2014).

Estudos demonstram que neutrofilos infectados com L. major secretam altos
niveis da quimiocina MIP-1B (proteina inflamatéria de macréfagos 1 beta), que atrai
macrofagos e induzuz a produgdo da citocina anti-inflamatoria fator de transformacéo do
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crescimento B (TGF-B), demonstrando que os neutrofilos podem ser células utilizadas pela
Leishmania para entrar silenciosamente em macrofagos, sua célula hospedeira (VON
STEBUT, 2007). Outros estudos que investigaram o papel dos neutrofilos na ativacdo de
macrofagos relatam ainda que na infeccdo de camundongos BALB/c com L. major, a morte
de neutrdfilos exacerba a infeccéo através da acdo de PGE2 (prostaglandina E2) e TGF-, que
sdo produzidos por macréfagos infectados (RIBEIRO-GOMES et al., 2004). Outros trabalhos
mostram ainda, que macrofagos infectados com L. amazonensis na presenca de neutrofilos
apoptéticos produzem TGF-B e PGE2 conduzindo a replicagdo do parasito (DA SILVA
SANTOS; BRODSKYN, 2014).

Outro grupo do sistema imunolégico inato, que atua nos eventos iniciais apés a
infeccdo, sdo os componentes do sistema complemento, C3a e Cb5a, que atuam como
qguimioatrativos para células inflamatorias, como mondcitos/macrofagos e neutréfilos. C3b
possui funcdo de opsonizacdo das formas metaciclicas, ativacdo das vias classicas e
alternativas, com consequente formacdo do complexo de ataque a membrana (C5b-C9),
culminando na morte do parasito nos primeiros minutos pdés-infeccdo. Parasitos de
Leishmania evoluiram para mecanismos que evitam a lise pelo sistema complemento levando
a inibicéo dessa resposta inata (VON STEBUT, 2007).

Fatores de viruléncia presentes nas formas promastigotas participam da
etiopatogenia da infeccdo. Ao contréario das amastigostas, as promastigostas expressam altas
taxas de glicoconjugados em sua superficie, tais como lipofosfoglicanos (LPG) e
metaloproteases gp63, com funcdo de proteger contra enzimas hidroliticas presentes no
intestino dos flebotomineos. Formas metaciclicas de L. donovani e L. major expressam alta
quantidade de LPG, promovem a ndo permanéncia na sua superficie do complexo de ataque a
membrana C5-C9, permitindo que a promastigota metaciclica suporte a ativagdo do
complemento e possa infectar macr6fagos com sucesso. Além disso, a sintese de gp63 na
superficie das metaciclicas pode levar a clivagem de C3b para C3bi, e estas opsoninas fazem
com que o parasito de Leishmania possa ser reconhecido pelos receptores CR1 e CRS,
presentes nos macréfagos, levando a uma invasdo considerada silenciosa, além de evitar a
deposicdo litica de C5b-C9 (ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999; SACKS;
SHER, 2002; VON STEBUT, 2007).

O controle de inumeros patdgenos, incluindo infeccdes por protozoarios, virus,

bactérias, fungos e helmintos, dependem da producéo pelos fagocitos de espécies reativas de
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oxigénio (ROIs) e de nitrogénio, sendo este responsavel por produzir NO, a partir da enzima
Oxido nitrico sintase indutivel (iNOS) (QADOUMI et al., 2002).

Macrofagos parasitados produzem NO, ROIs e enzimas lisossomais, que sao
responsaveis pela morte do parasito (DA SILVA SANTOS; BRODSKYN, 2014; SACKS;
SHER, 2002). A maior fonte de intermediarios ROIs ocorre através da acdo da enzima
nicotinamida adenina dinucledtideo fosfato (NADPH), que catalisa a transferéncia de
elétrons, a partir de NADPH, para moléculas de oxigénio, resultando na producdo de
superdxidos e perdxidos de hidrogénio, sendo fundamental nesse processo a atividade das
proteinas cinase C (PKC) e tirosina cinase (PTKs), uma vez que a inibicdo dessas proteinas
suprime a explosdo oxidativa em macréfagos (SACKS; SHER, 2002).

Em infeccBes por L. major € observado que apés a invasdo dos macréfagos,
ocorre a migracado e a ativacao de outras células do sistema imune inato, tais como: mastocitos
residentes, neutrofilos e mondcitos, fase na qual as lesdes cutineas se apresentam mais
proeminentes (VON STEBUT, 2007).

Os macrofagos, que ja se encontram parasitados, fazem parte do grupo de células
apresentadoras de antigenos (APCs), que juntamente com CDs e células B promovem a
resposta celular adaptativa mediada por linfocitos T. Porém, para uma resposta efetora bem
sucedida, sdo necessarios dois eventos cruciais: a apresentacdo e o reconhecimento do
antigeno. Apds a apresentacdo através das APCs, ocorre o reconhecimento dos péptidos
antigénicos através de complexo principal de histocompatibilidade (MHC) via MHC Il para o
receptor de células T CD4+ naive , seguido da expressdo de co-estimuladores como CD40-
CD40L , CD80/CD86-CD28 , gerando subpopulagcbes T CD4+ Thl, Th2, Thl7, Th9 de
acordo com as citocinas as quais os linfocitos sdo expostos (MOSMANN et al., 1986;
ALEXANDER; BRYSON,2005; TULADHAR; NATARAJAN; SATOSKAR, 2011).

A imunidade protetora contra a infec¢do por Leishmania dependente da producao
de IL-12, por macrofagos e células dendriticas, a qual atua em células Thle NK
(TRINCHIERI ; GEROSA, 1996; ALEXANDER; BRYSON,2005; CECILIO et al., 2014). A
diferenciacdo de TCD4" em Thl a partir de 1L-12 ocorre através da transcricdo do fator
STAT-4, conduzindo a producdo de IFN-y por essas células (ALEXANDER,
BROMBACHER, 2012). A citocina IFN-y por sua vez ira ativar a fun¢do leishmanicida dos
macrofagos, por meio da producdo de NO, causando a morte dos parasitos intracelulares
(AWASTHI; MATHUR, 2004; CECILIO et al., 2014). A migracdo de CDs e células T
coincide com a involugéo das lesdes. A producédo de IL-10/f, IL-27, IL-1, TNF-a, IL-23, IL-
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18 também contribuem para a inducdo e manutencdo de uma resposta Thl protetora
(ALEXANDER; BRYSON, 2005; VON STEBUT, 2007).

As células Thl estdo associadas a producdo das citocinas IL-2, IFN-y e TNF-a.
Essa resposta € observada em camundongos C57BL/6 infectados por L. major (SACKS;
NOBEN-TRAUTH, 2002). Estudos relatam também que IFN-y pode ativar macréfagos
sozinho ou em sinergia com TNF-a, porém a produgdo de NO in vivo por macrofagos pode
ocorrer independente de TNF-a, ressaltando IFN-y como primordial na agdo leishmanicida
por macréfagos (AGUILAR-TORRENTERA; CARLIER, 2001).

A resposta Th2, observada na infec¢do de camundongos BALB/c por L. major, é
caracterizada pelo predominio de citocinas que podem desempenhar nessa infeccdo um perfil
anti-inflamatoério como IL-4, IL-5, IL- 9, IL-10 e IL-13, levando a sobrevivéncia do parasito e
a evolucdo da doenca (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Estudos propuseram que IL-4 e
IL-13, que sdo citocinas da resposta imunolégica do tipo Th2, podem ainda promover a
producdo de IL-12 por CDs e macrofagos, estimulando uma resposta Thl e resisténcia a
infeccdo (ALEXANDER; BROMBACHER, 2012). Porém, em camundongos BALB/c
infectados com L. major, a producdo de IL-4 por células TCD4" expressando cadeias
VB4Va8CD4 sdo condizentes a susceptibilidade e direcionamento a resposta Th2 e
progresséo da doenca (MAILLARD et al., 2001; LAUNOIS et al., 2002).

Nas infeccBes por Leishmania, entre as citocinas que estdo relacionadas a
persisténcia da doenca, destacam-se I1L-10 e TGF-B. A primeira ¢ produzida por diferentes
tipos celulares, incluindo Treg, Thl, TCD8", células B, NK, macrofagos e neutrofilos
(BELKAID et al., 2002; DE OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012). Por sua vez, TGF-p ¢
produzido por macrdéfagos de camundongos infectados com L. amazonenses (BARRAL-
NETTO et al., 1992) e por macréfagos humanos com L. braziliensis, L. amazonenses e L.
infantum (BARRAL et al., 1995). Ambas citocinas sdo importantes no estabelecimento da
leséo.

A producdo de TGF-B ¢ importante para o reparo tecidual, mas em macrofagos
pode promover o crescimento de patdgenos intracelulares (RIBEIRO-GOMES et al., 2004).
Sabe-se que a adigdo de TGF- em culturas de macrofagos infectados com L. braziliensis
promove aumento do numero de parasitos em relacdo as culturas sem estimulacdo desta
citocina (BARRAL et al., 1995), e que a ativacdo de macrofagos por TGF-p proporciona um
ambiente favoravel a proliferacdo de Leishmania (DA SILVA SANTOS; BRODSKYN,
2014).
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A citocina IL-10 € considerada pleiotropica, com a propriedade de
imunorregulacdo e acdo anti-inflamatoria, incluindo a supressdo da acdo de CDs e inativacdo
de resposta por parte dos macrofagos (ANDERSON et al., 2007). Estudos tém relatado que a
producdo de IL-10 por macréfagos ocorre atraves de amastigotas recobertas por moléculas de
IgG que entdo promovem a ligagdo aos receptores FcyRs presentes nos macréfagos, inibindo
sua atividade e contribuindo para o crescimento do parasito nas lesdes (KANE; MOSSER,
2001).

Outra subpopulacdo de células TCD4+ sdo as T regulatorias (Treg) com funcgédo
efetora de imunorregulacdo (TALAAT et al., 2015). Essas células s&o identificadas como dois
principais subconjuntos: as naturais, consideradas as células Treg Foxp3+CD4'CD25", que
ocorrem no hospedeiro antes da exposicdo ao patdgeno e regulam células T reativas; e Treg
induzidas, que se desenvolvem a partir de células T CD4" convencionais, apos a exposi¢io a
sinais como citocinas regulatérias ou APCs condicionadas por produtos microbianos. Todos
0s tipos de Treg tém a fungéo de controlar a intensidade das respostas efetoras (BELKAID et
al., 2006). Contudo, mesmo quando células Treg conseguem exercer o papel e evitar uma
resposta imunoldgica excessiva, podem ser observados efeitos colaterais como sobrevivéncia
e persisténcia do parasito por longos periodos, demonstrando que esse também é um
mecanismo de escape utilizado pelos patdégenos (BELKAID, 2007).

Em modelo de infeccdo experimental por L. major em camundongos resistentes,
0s animais permanecem cronicamente infectados no sitio de infec¢do primaria, onde células
Treg CD4"CD25" acumulam-se. Estas células regulam a funcio das células efetoras locais, a
partir de mecanismos dependentes e independentes de 1L-10 (BELKAID et al., 2002). Em
pacientes, verificou-se a presenca de células Treg CD4"CD25" em lesdes cutineas causadas
por L. braziliensis, com evidéncias de que essas células produziam IL-10 e TGF-f localmente
(CAMPANELLI et al., 2006). Em modelo de infeccdo de BALB/c por L. braziliensis,
também verificaram o recrutamento de células Treg CD4'CD25'Foxp3* para o sitio de
inoculacdo do parasito (COSTA et al., 2011, FALCAO et al., 2012).

As células B, um subgrupo de APCs, possuem um papel primordial na producéo
de imunoglobulinas do tipo 1gG, com fungédo de opsonizacdo de amastigotas de Leishmania
(KANE; MOSSER, 2001). A opsonizacdo permite a ligacdo desse patdgeno aos receptores
FcyR presentes em varios tipos celulares. Os receptores para reconhecimento e fagocitose nos
macrofagos sdo descritos como CR3, porém nas CDs essa funcdo é dos receptores Fcy ¢

FcyRIII, capazes de se ligarem as amastigotas recobertas por IgG. Assim, camundongos sem
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células B ou FcyR funcional, apresentam um menor numero de CDs CD11c" infectadas
(WOELBING et al., 2006; VON STEBUT,2007).

Trabalhos recentes tém surgido com a finalidade de esclarecer a atividade celular
de Th17 na patogénese da leishmaniose. Essas células correspondem a uma subpopulacdo das
TDC4+ e possuem importante papel em infec¢des por Leishmania, por atuarem na migragéo,
recrutamento e ativagdo de neutréfilos. Seu desenvolvimento ocorre a partir da influéncia de
TGF-B e IL-6 e/ou IL-21 (KORN et al., 2009). Células Th17 séo caracterizadas ainda pela
producdo de IL-17, IL-21 e IL-22 (TALAAT et al., 2015; KORN et al., 2009) (Figura- 2).
Autores observaram a presenca de Th17 e o recrutamento de neutréfilos em lesdes de LMC,
em areas de necrose e com participacdo de MMP-9 (DA SILVA SANTOS; BRODSKYN,
2014).

Figura 2 — Mecanismos que influenciam a expansao de diferentes subpopulactes de células T
CD4" como parte da resposta imunoldgica adaptativa a infecgdo por Leishmania major.
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Fonte: adaptado de Alexander & Brombacher, 2012.

Apesar da compreensdo do papel dos macréfagos na eliminacdo de parasitos de
Leishmania via NO, trabalhos como Souza et al. 2010, relatam a resisténcia de algumas cepas
de L. braziliensis ao NO, e que pode estar relacionada com a incapacidade de resposta da
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LTA ao antiménio e a ndo producdo adequada de TNF-a por parte dos macrofagos, levando
as formas mais severas da doenca. Essa regulacdo negativa pode ocorrer pela inducéo de IL-
10 e TGF-B pelo parasito, conduzindo a uma supressdo de IFN-y e TNF-a e desta forma,
inibindo a funcéo de NO nos macréfagos.

Adicionalmente a isso, um estudo recente mostrou que isolado de L. braziliensis
proveniente de paciente resistente ao tratamento com antiménio foi capaz de induzir maior
producdo de IL-4 e de Arginase | em camundongos BALB/c infectados na derme da orelha,
contribuindo para a maior viruléncia da cepa e gravidade da doenga (COSTA et al., 2011).

Essas caracteristicas da resposta imunoldgica demonstram que o equilibrio entre
as respostas Thl e Th2, estd condicionado a diferentes perfis de citocinas, que se fazem
necessarios no desenvolvimento de uma resposta efetora positiva. No entanto, apesar de
fundamental a producdo de citocinas reguladoras da resposta imunoldgica, estas mesmas,
podem também estar associadas a um efeito de persisténcia da doenca, sobrevivéncia do
parasito, sugerindo que 0os mecanismos imunorreguladores podem levar ao desenvolvimento

das imunopatologias in vivo.

1.5 Modelos de leishmaniose cutanea experimental com énfase em L. braziliensis

Modelos experimentais com LC tém sido extensivamente utilizados nos ultimos
40 anos para elucidar tipos celulares e producdo de citocinas (LORIA-CERVERA;
ANDRADE-NARVAEZ, 2014). Outras pesquisas surgem com a finalidade de elucidar
mecanismos efetores de respostas imunoldgicas, testes para novos tratamentos e
caracterizagdo de espécies de Leishmania (JUNIOR; MORIEARTY, 1983).

O fenotipo da doenca pode ser reproduzido em laboratorio, com a utilizagdo de
camundongos BALB/c, devido ao fato de serem animais geneticamente susceptiveis a
infeccdo por Leishmania cutanea, podendo apresentar progresséo da leséo e alta presenca de
parasitos no local de inoculacdo (KANE; MOSSER, 2001).

Além disso, a larga utilizacdo de camundongos em pesquisas biomédicas deve-se
a existéncia de grandes colecBes de linhagens puras, que ao acasalarem geram animais
geneticamente idénticos, sendo possivel coletar dados mais precisos quando comparados as
infeccdes em outros sistemas de mamiferos (LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ,
2014).
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Fatores como tamanho do inéculo, local da infeccdo e a espécie do parasito séo
importantes para o fendtipo da doenca e a susceptibilidade versus resisténcia (BALDWIN et
al.,2003). A infeccdo de diferentes linhagens de camundongos com L. major, espécie
causadora de LT no Velho Mundo, define claramente dois tipos de respostas: BALB/c
apresentando susceptibilidade, implicado com a producéo de citocinas relacionadas a resposta
Th2, como IL-4, IL-10 e TGF-B (LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2014)
associada a progressdo da doenca, e em contrapartida camundongos C57BL/6 que apresentam
perfil de resisténcia, dependente da inducdo da resposta Th1l, resultando na producdo de IFN-
Y, ativacdo de macréfagos, geracdo de NO e morte do parasito (AFONSO; SCOTT, 1993;
KEBAIER et al.,2001; MAILLARD et al., 2001; BALDWIN et al., 2003).

A diferenciacdo das respostas Thl e Th2 nas leishmanioses é dependente da
espécie de Leishmania e de camundongos. Por exemplo, camundongos C3H/HeN infectados
por L. mexicana ou C57BL/6 por L. amazonensis evoluem para cronicidade da doenga,
enquanto a infec¢do por L. major conduz a cura (AFONSO; SCOTT, 1993). Além disso, em
modelo de infec¢do intradérmica na orelha por L. braziliensis, os camundongos BALB/c
desenvolveram lesGes ulceradas com cura espontdnea, e foi observada uma resposta
imunoldgica mista Th1/Th2, caracterizada pela presenca de células secretoras de IFN-y, I1L-4
e IL-10, confirmando a auséncia de dominancia de resposta Th2 observada em infecc¢des por
L. major em animais susceptiveis (DE MOURA et al., 2005).

A pesquisa experimental com L. braziliensis é consideravelmente menos extensa
guando comparada aos estudos com L. major. Isso pode ser devido ao fato de que este
parasito ndo é facilmente cultivado in vitro e ao fato de que a geracdo de promastigotas
metaciclicas in vitro é ineficiente, tornando necessério o uso de inéculos grandes (10°-10’
parasitos) para que a infeccdo se estabeleca no camundongo (LIMA; DEKREY; TITUS,
1999).

Além disso, a maioria das cepas de camundongos é resistente & infecgéo por L.
braziliensis (NEAL & HALE, 1983; CHILDS et al., 1984). Na verdade, a infecgdo por L.
braziliensis ndo leva ao desenvolvimento de uma resposta Th2 em camundongos BALB/c
(DEKREY; LIMA; TITUS, 1998), ao contrario do que ocorre na infeccdo por L. major.
Trabalhos mais recentes tém corroborado a relagcdo de controle versus susceptibilidade ao
parasito, atribuida as citocinas IFN-y e IL-4, respectivamente, neste modelo. Observou-se que

o tratamento com anti-IFN-y em camundongos C57BL/6 infectados por L. braziliensis leva a
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formacdo de lesbes rédpidas e progressivas, comprovando que a presenca desta citocina é
essencial no controle da infeccdo por esse parasito (ROCHA et al., 2007; BOGDAN, 2007).

Contudo, essas ndo sdo as unicas citocinas envolvidas no cenério da infeccdo de
BALB/c por L. braziliensis. A infeccdo leva a forte expressdo de antigenos indutores de I1L-12
(BORGES, 2001) e esta citocina, assim como IFN-y, pode estar relacionada ao controle do
parasito, visto que L. braziliensis induz apenas lesfes pequenas e passageiras em
camundongos BALB/c, em contraste com camundongos infectados por L. major, que
apresentam Ulceras progressivas. TNF-a também contribui para o controle do parasito durante
a fase aguda da infeccdo, ja que se observou que camundongos knockout para esta citocina e
infectados por L. brazilliensis apresentaram numero aumentado de parasitos em lesdes,
linfonodos e baco (ROCHA et al., 2007).

Os camundongos BALB/c sdo os que demonstram serem 0s mais susceptiveis a
infeccdo por L. brazilliensis. Nesse modelo, as lesdes sdo autolimitadas, com
desenvolvimento de lesfes pequenas e ndo ulceradas quando inoculados na pata e ulceradas
guando a infeccdo é feita na derme da orelha (DE MOURA et al., 2005). Apesar de estudos
mais extensos com modelos referentes a pata, autores apontam que BALB/c infectados na
derme da orelha com L. braziliensis podem desenvolver lesGes cutaneas ulceradas no local da
inoculacdo (NOVALIS et al.,2009), tornando-se, provavelmente os modelos mais Uteis para
entender a patogénese da doenca, resisténcia a outras infeccbes e desenvolvimento de vacinas
(DE MOURA et al., 2005).

1.6 Tratamento das leishmanioses

Até o momento ndo ha vacina eficaz contra as leishmanioses, e historicamente, a
guimioterapia tem sido baseada no uso de metais pesados tdxicos, particularmente
componentes de antimdnio. Os antimoniais pentavalentes (Sh+5- Glucantime® - antimoniato
de meglumina- e Pentostam® - estibogluconato de sodio) séo os quimioterapicos com mais
favoravel index terapéutico, considerados o tratamento de primeira linha para as
leishmanioses (AREVALO et al., 2007; LLANOS-CUENTAS et al., 2008; SVS/MS, 2013).
Possuem eficacia em torno de 85% (AREVALO et al., 2007) e algumas vantagens, como a
rapida eliminacéo renal e a limitada acumulacéo nos tecidos (BERMAN, 1997; BLUM et al.,
2004).
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A administracdo € parenteral, por 20-30 dias, apresentando diferencas em taxas de
cura, podendo essa variagdo estar associada a fatores relacionados ao hospedeiro e as
caracteristicas do parasito, influenciando na resposta ao tratamento. Poucos estudos tém sido
realizados sobre a influéncia de fatores do hospedeiro, clinicos e a relacdo com a resposta
imunoldgica sobre o resultado do tratamento (LLANOS-CUENTAS et al., 2008).

Os antimoniais possuem acdo leishmanicida por interferir na bioenergética das
formas amastigotas de Leishmania, inibindo no parasito tanto a glicolise quanto a oxidacgéo
dos acidos graxos , acompanhada da reducdo na producdo de ATP e GTP (SOUZA et al.,
2010; SVS/MS, 2013).

Quando os antimoniais ndo sdo efetivos, outras medicacfes usadas incluem
Pentamidina e Anfotericina B, mas sdo medicacGes que requerem administracdo injetavel e
supervisdo clinica ou hospitalizacdo durante o tratamento por causa dos possiveis efeitos
secundarios, além do alto custo (CHAN-BACAB; PENA-RODRIGUEZ, 2001).

Os antimoniais apresentam Vvérias inconveniéncias que incluem dor no local da
injecdo, artralgias 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, 0 que tem acarretado resisténcia ao tratamento com
antimoniais em alguns pacientes, o que é, de longe, o maior problema que delineia o
tratamento com os antimoniais (BERMAN, 1988; BLUM et al., 2004; CROFT; SUNDAR;
FAIRLAMB, 2006).

Os emergentes relatos da resisténcia ao antiménio em pacientes com leishmaniose
em varias partes do mundo tem comprometido severamente a habilidade de controlar a doenca
(CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Além disso, a resisténcia aos antimoniais pode
significar uma situacdo alarmante frente a0 aumento dos casos de co-infeccdo com HIV
(OUELLETTE et al., 2004). Um trabalho que avaliou as diferencas fenotipicas entre isolados
de L. braziliensis de pacientes que ndo respondiam a terapia com antiménio mostrou que a
resisténcia ao antimoénio estava relacionada também a resisténcia a NO (GIUDICE et al.,
2007; SOUZA et al., 2010). Portanto, novos tratamentos contra as leishmanioses ou
estratéegias para melhorar a seguranca e eficacia das drogas correntes continuam

extremamente necessarias.
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1.7 Quimiocinas e seus receptores

As quimiocinas desempenham um papel importante no recrutamento de células
inflamatdrias e ativacdo de leucocitos, desempenhando atividade no desenvolvimento das
respostas inatas e adaptativas (ROSSI; ZLOTNIK, 2000; ROT; VON ADRIAN, 2004;
COLVIN et al., 2004).

Ja foram identificados mais de 44 diferentes tipos de quimiocinas e 21 tipos de
receptores. A producdo destas proteinas € estimulada por uma variedade de agentes:
lipopolissacarideos (LPS), virus, bactérias, patdgenos e citocinas, tais como IL-4, IL-13, IL-1
e IFN-y. Sao secretadas por células epiteliais, endoteliais, leucdcitos e outros tipos de células
(ROT; VON ANDRIAN, 2004; MOSER et al., 2004). As quimiocinas desempenham papeis
importantes durante a resposta inflamatoria por desencadearem a ativacdo de integrinas
durante a adesdo das células ao endotélio, induzir o recrutamento de linfécitos antigeno-
especifico para os tecidos periféricos em resposta a uma inflamacéo, e liberar enzimas de
granulos celulares (SPRINGER, 1994).

As quimiocinas sdo formadas por polipeptideos (8-10 kDa) e classificadas em
duas principais familias de acordo o nimero e localizacdo de residuos de cisteinas N-
terminais: CC com os dois primeiros residuos de cisteina adjacentes uma a outra e proximas
ao amino terminal, e familia CXC, em que as duas primeiras cisteinas proximas ao dominio
NH,-terminal sdo separados por um aminoacido (ROLLINS, 1997; PEREIRA et al., 2009).

As quimiocinas CC atraem principalmente mondcitos e linfdcitos T, apesar de que
sdo também quimiotaticas para basofilos, eosinofilos e células NK (ROLLINS, 1997). As
quimiocinas CXC sdo divididas em duas sub-familias, aquelas que contém a sequéncia acido
glutdmico-leucina-arginina, chamada de sequéncia ELR (ELR®), precedendo as duas
primeiras cisteinas da molécula, e aquelas que ndo contém essa sequéncia (ELR"). A presenca
dessa sequéncia esta relacionada a um efeito predominante sobre a atracdo de neutréfilos e a
auséncia desta sequéncia esta relacionada com a migracdo de linfocitos (BAGGIOLINI,
2001).

Em relacdo aos receptores de quimiocinas, ja foram descritos 21 tipos. Estes sdo
formados por cerca de 350 aminoacidos, compostos por um curto dominio NH,-terminal, sete
dominios transmembranares, ligados por trés alcas na porcdo intracelular e mais trés na
porcao extracelular, mais um dominio carboxi (COOH) terminal intracelular. Os receptores
das quimiocinas pertencem a superfamilia dos receptores de sinalizacdo intracelular acoplados
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a proteinas G e exercem suas funcGes através da sua ligacdo a receptores encontrados na
superficie das células (MURDOCH; FINN, 2000). A interacdo entre as quimiocinas e seus
receptores € caracterizada por uma indistingdo consideravel: cada quimiocina se liga a varios
receptores e cada receptor se liga a varias quimiocinas (TEIXEIRA et al., 2006).

Os receptores sdo divididos em 4 familias, CXCR, CCR, CX3CR e XCR . Os
pertencentes & familia CXCR estdo envolvidos em varias funcBes diferentes na resposta
inflamatdria, como os receptores CXCR1 e CXCR2, expressos em células PMNs e que
induzem a inflamagdo aguda. Proteinas induzidas por IFN-y como CXCLI10, conhecida
anteriormente como IP-10, CXCL9 e CXCL11, ligam-se ao CXCR3, expresso em linfocitos T
ativados, mondcitos e células NK, induzindo tipicamente a inflamagéo cronica (THELEN,
2001).

1.8 Quimiocina CXCL10 na infecgdo por Leishmania

A infeccdo por Leishmania induz expressdo de varios genes de quimiocinas no
hospedeiro (RITTER; KORNER, 2002; ANTONIAZI et al., 2004). Essas moléculas sdo
criticas para a definicdo da composicdo do infiltrado celular inicial, e no eventual
estabelecimento da doenca, atuando como moléculas reguladoras e quimioatrativas (PIRMEZ
et al., 1990; TEIXEIRA et al., 2006). Parasitos de Leishmania podem induzir mondcitos e
macrofagos a produzirem quimiocinas que agem de diferentes formas no recrutamento e
inducdo dos componentes imunolégicos (VARGAS-INCHAUSTEGUI et al.,2009).

O gene CXCL10 em humanos foi isolado em 1985 por Luster, enquanto tratava
um linfoma com IFN-y. Através da ligagdo ao seu receptor CXCR3, esta quimiocina torna-se
capaz de exercer fungbes como atividade quimiotatica de células que expressem CXCR3+,
inducdo de apoptose, regulacdo do crescimento celular e angiogénese em doencas infecciosas
e inflamatorias (L1U et al., 2011).

CXCL10 pertence a uma grande subpopulagdo de citocinas que sdo mediadores
cruciais para a funcdo de leucocitos, recrutamento de monadcitos, macrofagos, polarizacéo de
células Thi, ativacgdo e trafico de células envolvidas nas respostas inflamatorias (DUFOUR et
al., 2002; CHARO; RANSOHOFF, 2006). Também chamada de IP-10 (proteina induzivel
por IFN-y), ¢ uma pequena molécula (10 kDa) secretada principalmente por monocitos,
neutrdfilos, queratindcitos, células dendriticas, células mesenquimais, fibroblastos e células

endoteliais em resposta a estimulos como uma infecgdo viral, LPS e IL-1 (DUFOUR et al.,
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2002; LEE; LEE; SONG, 2009). Liga-se com alta afinidade ao receptor CXCR3 (CHEN et
al., 2004), que é um receptor conhecido por estar expresso em varios tipos de células, tais
como células T CD4+ e CD8+ ativadas e de memoria, células NK, algumas populacbes de
células dendriticas, células endoteliais, macrofagos e células B (VESTER et al., 1999;
RITTER; MOLL, 2000; COLVIN et al.,, 2004; MOHAN et al., 2005). Camundongos
C57BL/6 infectados com L. major, na auséncia de CXCR3, sdo capazes de montar uma
resposta do tipo Thl eficiente, porém falham em controlar a infeccdo, diminuindo a producéo
de IFN-y (ROSAS et al., 2005)

Além de CXCL-10, CXCL9 e CXCL11 sdo conhecidos por ativar CXCR3, sendo
cada uma dessas interac@es induzidas por IFN-y, produzido na resposta Thl, porém conduzem
a distintos fendmenos bioldgicos in vivo (COLVIN et al., 2004). CXCL10 quando induzida
por IFN-y, se liga com alta afinidade ao receptor CXCR3 (CHEN et al., 2004).

O possivel envolvimento das quimiocinas na LT humana foi investigado
inicialmente em LCL e LCD causadas por L. mexicana. As lesdes de individuos com LCL
continham altos niveis de CCL2, CXCL9 e CXCL10; ao contrério, lesdes de individuos com
LCD expressavam predominantemente CCL3. Nesse estudo, 0s autores sugerem que, em
LCL, a producdo de CCL2 seria responsavel pelo recrutamento de macréfagos mais maduros
e/ou ativados, que por sua vez eliminariam os parasitos e controlariam a doencga. Por outro
lado, em LCD, CCL3 induziria a migracdo de células mais imaturas ou desativaria estas
células, favorecendo a progressao da doenca (RITTER et al., 1996).

Injecdo de CXCL10 em camundongos BALB/c infectados por L. major tem
mostrado induzir um forte recrutamento e ativacdo de células NK (VESTER et al., 1999;
MULLER et al., 2001). Trabalhos do nosso grupo com cepas de L. braziliensis de alta e baixa
patogenicidade mostraram que camundongos BALB/c infectados na pata com cepa mais
patogénica apresentam lesdes que apesar de pequenas e nao ulceradas demoram mais tempo
para curar, sendo que a cura coincide com o aumento de células NK, da producéo de INF-y e
a expressao de CXCL10 nas lesBes, sugerindo que o controle mais precoce da infec¢do possa
ser dependente, em parte, dessas proteinas (DE OLIVEIRA et al., 2004; TEIXEIRA et al.,
2005).

Outros trabalhos demonstraram que o tratamento com CXCL10 em camundongos
BALB/c infectados por L. amazonensis pode diminuir o tamanho da lesdo e a carga
parasitaria, acompanhado do aumento da producdo de INF-y, IL-12 e NO por células do
linfonodo, quando re-estimuladas com o antigeno in vitro (VASQUEZ; SOONG, 2006).
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Trabalhos relatam ainda que, CXCL10 também atua na resposta protetora contra L. donovani,
induzindo uma resposta celular tipo Th1, por meio da via de mediadores inflamatorios, como
NO e citocinas pro-inflamatorias (GUPTA et al., 2009).

O efeito bioldgico de CXCL10 também é regulado pela expressao de CXCR3 nas
superficies das células alvo (células T e mondcitos). Camundongos CXCR3” falham em
controlar a infeccdo mesmo na presenca da resposta imunoldgica Thl, demonstrando a
necessidade de CXCR3 para a defesa do hospedeiro contra infeccdo por L. major (BARBI,
BROMBACHER; SATOSKAR, 2008). Mondcitos CD14+ sdo as células alvo para infecgédo
por Leishmania, principais produtoras de CXCL10, e o principal tipo celular expressando
CXCR3 em uma infeccdo in vitro (VARGAS-INCHAUSTEGUI et al., 2010).

A infeccdo por L. braziliensis induz a producdo de CXCL10 por células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e macrdfagos, sendo encontrada uma maior
expressdo de CXCL10 e seu receptor CXCR3 em mondcitos CD14" e em pacientes infectados
com LT, especialmente em pacientes com LCM que apresentam um aumento de CXCL-10,
CD14" e receptores para TNF (DE OLIVEIRA; BRODSKYN,2012). Em pacientes com LCL
ja foram detectados niveis elevados de CXCL10 e outros fatores pré-inflamatérios em lesdes
ativas, na pele e mucosa, sugerindo assim um possivel envolvimento dessas moléculas na
resolucdo da doenca (MEDDEB-GARNAOUI; ZRELLI; DELLAGI, 2009; SERBINA et al.
2008; VARGAS-INCHAUSTEGUI; XIN; SOONG, 2009).

Considerando a funcdo imunomoduladora in vivo do eixo CXCL10-CXCR3 nas
leishmanioses e, em especifico, na infec¢do por L. braziliensis, CXCL10 é considerado um
potencial alvo farmacoldgico nesse tipo de doenca, possivelmente sendo Util na implicacdo de

novas estratégias terapéuticas.
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2. JUSTIFICATIVA

No Brasil, a leishmaniose tegumentar (LT) representa um importante problema de
salde publica, apresentando elevados indices no pais. No Estado do Ceara, a LT tem como
agente etiolégico a Leishmania braziliensis que pode causar lesdes autolimitadas ou formas
mais graves, COmo a mucocutanea, que apresenta comprometimento das mucosas da
orofaringe, podendo levar a deformidades e/ou morte. As drogas disponiveis como tratamento
de 1% escolha para as leishmanioses sdo os antimoniais pentavalentes, que apesar de eficazes,
apresentam varias inconveniéncias, uma delas é o surgimento de cepas resistentes.

Considerando que CXCL10 é uma citocina conhecida por favorecer o
recrutamento e a ativacdo de células polarizadas para Thl, além de ativar células NK,
macrofagos, células dendriticas e linfocitos B, o tratamento com essa quimiocina podera ser
uma alternativa para a leishmaniose tegumentar humana, principalmente em pacientes
refratarios ao tratamento com os antimoniais. Dessa forma, este trabalho almeja contribuir
para o desenvolvimento cientifico e estudos em uma area de grande importancia para a satde
publica. Vale salientar que o controle e tratamento das leishmanioses € uma das prioridades da

Organizacdo Mundial da Saude.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Avaliar o efeito imunomodulador de CXCL10 em camundongos BALB/c
infectados por cepa de L. braziliensis isolada de individuo refratirio ao tratamento com

antimonio.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a cinética das lesdes causadas pela infec¢éo por L. braziliensis;

- Quantificar a carga parasitaria no sitio de inoculacdo do parasito (orelha) e
linfonodo de drenagem da leséo;

- Determinar a concentracdo das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-14 e TGF- em
sobrenadantes de cultura de células do linfonodo de drenagem da leséo;

- Caracterizar os aspectos histopatoldgicos da lesdo no sitio de inoculacdo do
parasito (orelha).

- Avaliar o efeito imunomodulador da quimiocina CXCL10, e sua associagdo ao

antimonial Glucantime em infecgdes causadas por L. braziliensis.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho experimental

Infeccéio L. bragiliensis

BALB/c Fémeas/ Machos (idade: 6-8 sem) -
Medida da
n =64 l

espessura das

\\Eﬁ - lesdes (1x/sem.)

LR Promastigotas
) (1x107/20 pl, i.d/ OD)

Tratamento por 7
¥ diasna 5 s.p.i.

Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle Glucantime®  CXCL10 | Glucantime® + CXCL10
n=16 n=16 n=16 n=16
Eutanasia l
v
1° Sacrificio (6%s p.i. 8 animais/grupo) 2° Sacrificio (8% p.i. 8 animais/grupo)

| !

+ (Carga parasitaria (orelha e LN)
+ Analise histopatologica (orelha)
+ Citocinas (LN)

Fonte: elaborado pelos autores.

4.2 Reagentes e meios de cultura

e CXCL10 recombinante de camundongo (ThermoScientific, Waltham, MA,
USA) foi reconstituido com agua ultra pura (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. A proteina foi diluida com salina, sendo administrada uma concentragéo final de 5

Hg/kg em cada animal (10 pL).

Os meios de cultura utilizados neste trabalho foram:
e Meio Schneider (Sigma-Aldrich, St Louis, MO)
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O meio Schneider foi suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF — Gibco,
Grand Island, NY), urina humana estéril a 2% e antibidticos (100U/mL de penicilina e
100pg/mL de estreptomicina). Serda mencionado como ‘Schneider suplementado’ o meio
contendo os componentes conforme descrito acima, e como Schneider aquele utilizado sem

suplementos.

e Meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

Suplementado com 10% de SBF, 50 uM de 2-mercaptoetanol, 2 mM L-glutamina,
e antibidticos (100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina). Serda mencionado
como ‘RPMI suplementado’ o meio contendo todos os componentes acima ¢ como ‘RPMI’

aquele utilizado sem suplementos.

e Meio Neal, Novy & Nicolle (N.N.N).
Meio agar sangue a 10%, foi suplementado com meio Schneider e antibi6ticos

(100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina).

4.3 Camundongos

Foram utilizados 64 camundongos BALB/c com 6-8 semanas de vida, machos
(n=32) e fémeas (n=32), provenientes do Biotério do Departamento de Patologia e Medicina
Legal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (DPML/FAMED/UFC).
Os animais foram mantidos a temperatura ambiente, com racdo comercial apropriada e dgua
ad libitum, durante todo o periodo dos experimentos.

Para a manutencdo da viruléncia da cepa de L. braziliensis, foram utilizados
hamsters dourado, machos, com até 8 semanas de vida. Todos os procedimentos foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Pesquisa em Animais (CEPA) da Universidade Federal

do Ceard, registro no. 78/13 (anexo 1).
4.4 Parasitos
A cepa de L. braziliensis utilizada (LTCP-393) foi isolada de paciente com

leishmaniose cutanea refrataria ao tratamento com antimoénio, cedida pelo Prof. Roque Pereira

Almeida, do Departamento de Medicina e Patologia da Universidade Federal de Sergipe. A
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viruléncia da cepa foi mantida através de passagem regular em hamster dourado. Apds serem
recuperados através de aspirado do linfonodo de drenagem da lesdo, os parasitos foram
cultivados a 25°C em meio N.N.N, contendo meio Schneider suplementado. Para garantir a
viruléncia da cepa, s6 foram utilizados nos experimentos os parasitos até a 5% passagem em
cultura. Os parasitos foram submetidos a um ciclo de lavagem com salina estéril gelada, com
centrifugagédo a 1.500 rpm, por 15 min a 4°C e ajustados com meio Schneider suplementado
para as concentracdes desejadas em cada experimento. A viabilidade dos parasitos foi
analisada pela motilidade por meio da observacdo na camera de Neubauer e microscopio

optico.
4.5 Infeccdo dos camundongos, tratamento e acompanhamento da espessura das lesées

Quatro grupos foram definidos no experimento: Grupo 1 - Animais infectados
com L. braziliensis e ndo tratados (controle); Grupo 2- Animais infectados e tratados com
Glucantime ; Grupo 3- Animais infectados e tratados com CXCL10 e Grupo 4- Animais
infectados e tratados com Glucantime + CXCL10. Os camundongos (n=64) foram separados
em grupos com 16 animais para a infeccdo. As formas promastigotas metaciclicas na fase
estacionaria foram inoculadas na derme da orelha direta na concentragdo de 10’ em 20pL de
salina estéril (DE MOURA et al., 2005), utilizando seringa para insulina de 0,3mL/cc e
agulha 26G*2, O tamanho da lesdo foi acompanhado a cada 7 dias, utilizando um paquimetro
de escala circular (Mitutoyo, Japdo) por um periodo de 56 dias, equivalente a 8 semanas de
infeccdo. A espessura da leséo foi representada pela diferenca entre a orelha direita infectada
e a contralateral esquerda ndo infectada. Apos 5 semanas de infeccdo, quando as lesGes ja
eram aparentes (COSTA et al., 2011) os animais foram tratados. O tratamento com CXCL10
seguiu a metodologia previamente descrita por VASQUEZ et al. (2006) e consistiu de
injecOes, 5 pg/kg em cada animal (10 pL; I.M.), e no grupo tratado com o antimonio, injegdes
de Glucantime® (100 mg/kg, 1.M.), utilizando-se seringa para insulina de 0,3mL/cc e agulha
26GY2. Os animais foram tratados por 7 dias seguidos, e entdo foram escolhidos
aleatoriamente 8 de cada grupo e eutanasiados aos 45 dias (sexta semana de infeccdo e
primeira semana pds tratamento- considerado o 1° tempo do sacrificio) e 60 dias apds a
infeccdo (oitava semana de infecgo e terceira semana pds tratamento- considerado o 2° tempo

do sacrificio), utilizando inalagdo por Halotano (Sigma-Aldrich), para a avaliacdo da carga
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parasitéria (linfonodo de drenagem e orelha), dosagem de citocinas (linfonodo de drenagem)

(Figura 3) e analise histopatoldgica das lesdes.

Figura 3 — Imagem macroscépica do linfonodo de drenagem da lesdo em camundongos
BALB/c infectados na derme da orelha direita com Leishmania braziliensis LTCP393
(resistente ao antimonio).

Fonte: elaborado pelos autores. Seta indicando o linfonodo de drenagem da leséo (retromaxilar).

4.6 Determinacdo da carga parasitaria

O linfonodo de drenagem da leséo (retromaxilar), e porcdes da orelha (sitio de
inoculacdo), foi retirado de maneira asséptica para a determinacéo da carga parasitaria (Figura
3). A carga parasitaria foi quantificada utilizando o Ensaio de Dilui¢cdo Limitante (LDA)
como descrito por Titus e colaboradores (1985). Brevemente, os linfonodos de drenagem da
lesdo (retromaxilar), e porcGes da orelha (sitio de inoculagdo) foram retirados assepticamente,
macerados e homogeneizados em placa de Petri com 1 mL de meio Schneider (Sigma-
Aldrich) e deixados em repouso por 5 min. Ap6s a homogeneizacdo, o material foi diluido
para 8 concentracdes diferentes (10, 50, 500, 10%, 10 10°, 10° e 10”) em meio Schneider
suplementado. Cem microlitros destas diluicGes foram distribuidos em placas de 96 pocos,
fundo chato, contendo meio &gar-sangue N.N.N., em sextuplicatas (6 pogos/dilui¢do). As
placas foram seladas e incubadas a 25°C em B.O.D e observadas em microscépio invertido de
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3 em 3 dias, até um méaximo de 30 dias, para o registro das dilui¢bes que continham parasitos.
O resultado da leitura das placas foi registrado no software ELIDA 12c para Windows
(TASWELL, 1984) para o calculo final do numero de parasitos presentes nas amostras

utilizadas.

4.7 Cultura de células do linfonodo de drenagem e dosagem de citocinas

Suspensdo de um pool de células do linfonodo de drenagem da lesdo
(retromaxilar) de 4 animais de cada grupo (apds o 42° e o 56° dia de infecgdo) foi centrifugada
a 1.000 g por 15 minutos & 4°C. As células foram ajustadas para a concentracéo de 1 x 10°
células/mL em RPMI suplementado (200 pL/poco), e cultivadas em placas de fundo chato, 96
pocos. As células foram reestimuladas ou ndo com promastigotas de L. braziliensis
(concentragdo de 1 x 107 células/mL). Apé6s 72h de incubacdo em estufa a 37°C, 5% CO,, 0s
sobrenadantes das culturas foram coletados para a dosagem de citocinas.

4.8 Quantificacdo de citocinas através de ELISA

A técnica ELISA foi utilizada na determinagdo das citocinas IFN-y e IL-4 (BD
Biosciences, San Diego, CA), TNF-a (R&D Systems), IL-10 (BioLegend, San Diego, CA) e
TGF-B (eBiosciences, San Diego, CA), utilizando os sobrenadantes das culturas de células do
linfonodo de drenagem. Resumidamente, placas de 96 pocos, fundo chato (TPP, Switzerland),
foram sensibilizadas com anticorpo de captura anti-citocina purificado, na concentragédo
determinada pelo fabricante, por 12 as 18h a 4°C. As placas foram lavadas utilizando a
solucgéo de lavagem recomendada (PBS com Tween 20 a 0,05%); foi realizado bloqueio com
PBS e soro bovino fetal (SBF 10%) ou solucdo fornecida pelo fabricante, seguido de
incubacédo por 1 hora a temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS + Tween 20, foram
adicionados 50 uL das amostras e das diluicdes do padrdao da citocina (para a elaboragao de
curva-padréo). As amostras para TGF-p foram ativadas conforme descrito pelo fabricante do
kit. Todas as amostras e diluicbes foram avaliadas em duplicata. A placa foi incubada por
mais 2 h a temperatura ambiente e em seguida lavada, e entdo as amostras foram incubadas
por 1 hora também a temperatura ambiente com anticorpo de deteccdo ligado a enzima
peroxidase. AplOs esse passo, a placa passou por nova lavagem e em seguida a solucdo
substrato foi adicionada. Depois da incubacéo final, por 30 minutos a temperatura ambiente, a



40

reacdo foi parada com &cido fosforico (1:20) e a densidade Optica foi avaliada no
comprimento de onda de 450 nm, utilizando-se o software Softmax® Pro v.5 (Molecular

Devices Corp., Sunnyvale, CA, USA).

4.9 Andlise histopatologica das lesGes

Para analise dos aspectos histopatoldgicos das orelhas dos animais infectados,
tratados ou nado, 4 animais de cada grupo foram eutanasiados nos dois tempos utilizados no
experimento (sexta e oitava semana pos infeccdo). As orelhas foram retiradas e fixadas em
formol tamponado a 10%, processadas e incluidas em parafina. O material foi cortado em
seccOes de espessura de 5-6um e corado pela hematoxilina-eosina. As alteracdes
microscopicas foram observadas e analisadas em microscopio Optico levando em conta 0s
seguintes parametros: exsudato celular, destruicdo tissular, eosinofilos, neutrdfilos, linfécitos,
plasmaocitos, macréfagos, granulomas, edema, fibrose e parasitismo. Cada pardmetro foi
avaliado segundo presenca ou auséncia do evento através de escores: 0 (auséncia), 1(presenca
de 1-25%), 2 (presenca de 25-50%), 3 (>50%).

4.10 Andlise estatistica

Os dados obtidos sdo apresentados como média aritmética + erro padrdo. O
nimero de parasitos presentes nas lesdes e linfonodos foram determinados utilizando o
programa ELIDA (TASWELL, 1984). Para verificar a significancia estatistica entre o0s
grupos, nos dados com distribuicdo normal onde foram comparados dois grupos
independentes foi utilizado teste t-Student ndo-pareado. Para as comparagdes entre maltiplos
grupos foi realizado o teste one-way ANOVA e se houve uma diferenca significativa, os
grupos foram comparados através do post teste Bonferroni. A analise dos parametros
histopatologicos foi feita levando-se em conta os escores de cada animal. Todas as analises
foram realizadas usando o software GraphPad Prism version 5.0 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) e em todos o0s testes utilizados, a significancia minima foi

aceita quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 Avaliacao da cinética das lesdes

Para avaliar a cinética das lesdes, foram realizadas medidas semanais das orelhas
infectadas e ndo infectadas, sendo acompanhada até a oitava semana de infeccdo, periodo do
segundo tempo de sacrificio dos animais. Nos quatro grupos avaliados, as lesGes foram
aumentando gradativamente e na quinta semana de infec¢do, quando a maioria das lesdes ja
apresentavam ulceracdes, foram iniciados os tratamentos, realizados por 7 dias seguidos
(Grafico 1, Figura 4).

Na primeira semana pds-tratamento (s.p.t), 0 que equivale a sexta semana de
infeccdo, tanto no grupo tratado com CXCL10 (0,035 + 0,065mm) como no grupo que
recebeu a associacdo CXCL10+Glucantime (0,047 = 0,267mm), a espessura das lesdes
apresentou regressdo significativa (p=0,0398; p=0,0043mm, respectivamente) quando
comparada ao grupo controle ndo tratado (0,63 + 0,115 mm). O grupo tratado com
Glucantime (0,56 £ 0,123 mm) apresentou o curso das lesdes semelhante ao observado no
controle (Grafico 1). Neste periodo, primeira s.p.t, as lesdes dos animais dos grupos Controle,
Glucantime e CXCL10+Glucantime estavam ulceradas, fato ndo observado no grupo tratado
com CXCL10 (Figura 4).

Na terceira semana pos-tratamento, que equivale a oitava semana pds-infeccéo,
todos os grupos apresentaram diminui¢do na espessura das lesdes. No entanto, vale salientar
gue somente nos animais tratados com CXCL10, as orelhas infectadas voltaram as suas
espessuras normais (0,12 + 0,099 mm; p = 0,0119), com regressao total das lesGes (Gréafico 1;

Figura 4).
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Graéfico 1 — Efeito de CXCL10 no desenvolvimento das lesdes em camundongos BALB/c

infectados com L. braziliensis resistente ao antiménio.
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Semanas de infeccéo

Fonte: Elaborado pelo autor. Grupos de animais foram inoculados com 10’ promastigotas de L.
braziliensis por via intradérmica na orelha direita e o desenvolvimento da lesdo foi monitorado durante
8 semanas de infecgdo nos quatro grupos (néo tratado —Controle; tratado com Glucantime; tratado com
CXCL10 e tratado com Glucantime+CXCL10). O tratamento foi realizado durante 7 dias a partir da
quinta semana pds-infeccdo. A espessura das lesdes foi determinada como a diferenca entre a orelha
direita infectada e a contralateral ndo infectada. Os resultados sdo expressos pela média aritmética +
erro padréo. A linha tracejada significa medida normal de orelha de camundongo BALB/c. (*/**/***)
Significancia estatistica quando P < 0,05 (em relagdo ao grupo Controle).
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Figura 4 — Aspectos macroscépicos da orelha de camundongos BALB/c infectados com L.
braziliensis refrataria a antiménio e tratados com CXCL10.

Nio infectado Controle infectado Glucantime CXCL10 CXCL10+GLU

3si

5si
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Fonte: Elaborado pelo autor. As lesdes foram monitoradas e fotografadas a cada 7 dias, da 3% a 8% semana de
infeccdo. As setas indicam leséo.
5.2 Carga parasitaria no sitio de inoculagdo do parasito (orelha) e linfonodo de

drenagem da lesao

Avaliando a 1% s.p.t foi possivel observar um niimero menor de parasitos na orelha
dos animais tratados com CXCL10 (3,75 x 10° + 2,09 x 10°) e com a associagdo de
CXCL10+Glucantime (3,03 x 10° + 2,23 x 10°) em relac&o aos animais Controle (8,06 x 10" +
6,94 x 107) e aqueles tratados somente com Glucantime (4,31 x 10" + 2,94 x 10') (Gréfico
2A).

Na 3% s.p.t, a carga parasitaria na orelha dos animais de todos os grupos diminuiu,
entretanto nos animais tratados com CXCL10 apresentou-se significativamente menor (1,57 x
10 + 0,98 x 10 p = 0,0286) do que aquela observada na 1% s.p.t. (3,75 x 10° + 2,09 x 10°)
(Gréafico 2A). Ainda na 3% s.p.t., a associacdo de CXCL10+Glucantime (7,95 x 10% + 6,64 x
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10%) mostrou também uma diminuicdo no nimero de parasitos menor do que a observada no
Controle e no grupo tratado com Glucantime (Grafico 2A).

Quando avaliada a cinética da carga parasitaria no linfonodo de drenagem da
lesdo, foi observado que o nlimero de parasitos encontrados na 1% s.p.t. foi menor do que na
orelha, em todos os grupos (Grafico 2B). Na 3% s.p.t, o nimero de parasitos detectados no
linfonodo dos grupos CXCL10 (2,5810% + 0,84 x 10%) e CXCL10+Glucantime (3,30 x 10% +
1,44 x 107 foi significativamente menor (p=0,0159; p=0,0286, respectivamente) quando
comparado ao grupo Controle (6,28 x 10* + 3,17 x 10%). Vale salientar que na 3° s.p.t, no
grupo Controle e no tratado com Glucantime ndo houve diminui¢do na carga parasitaria
(Gréfico 2B).
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Gréfico 2 — Carga parasitaria na lesdo (A) e no linfonodo de drenagem da lesdo (B) em
camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis resistente ao antiménio e tratados com
CXCLJ10.
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Fonte: Elaborado pelos autores. Nimero de parasitos nas orelhas (A) e linfonodos de drenagem (B) de
camundongos BALB/c inoculados na derme da orelha direita com 10" promastigotas de L. braziliensis
e divididos em quatro grupos (ndo tratado —Controle; tratado com Glucantime; tratado com CXCL10 e
tratado com Glucantime+CXCL10). Grupos de animais (n=8/grupo) foram eutanasiados na primeira e
na terceira semana apds tratamento (s.p.t). Os resultados sdo expressos pela média aritmética + erro
padrdo. Significancia estatistica quando P < 0,05.
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5.3 Avaliacao da reacao inflamatoria na lesdo de orelha de camundongos BALB/c

Para avaliar a resposta inflamatoria induzida por CXCL10 e demais tratamentos
nas orelhas infectadas, cortes histopatoldgicos das orelhas infectadas e de orelhas sadias
(controle negativo) foram analisados.

Na analise histopatoldgica foi possivel observar a presenca de granulomas nos
grupos Controle e tratados com CXCL10 nos dois periodos avaliados (1% 3%s.p.t), e no grupo
Glucantime+CXCL10 apenas na 3%s.p.t (Grafico 3, Apéndice I e I1).

Parasitos foram encontrados em menor nimero nos grupos tratados com CXCL10
sozinho ou associados ao Glucantime, nos dois tempos avaliados. Em contrapartida, em
relacdo ao Controle e Glucantime, ambos apresentaram escores maiores na 1 s.p.t., e na 3°
s.p.t com diminuicdo do parasitismo apenas no grupo tratado com Glucantime (Grafico 3,
Apéndice | e II).

Em relagdo ao exsudato inflamatorio, escores menores foram observados para 0s
grupos CXCL10 sozinho e sua associacdo com Glucantime, tanto na 1% quanto na 3% s.p.t
guando comparado ao Controle e Glucantime. Vale ressaltar ainda, que os Unicos grupos que
apresentaram necrose nos dois periodos avaliados foram Controle e Glucantime (Gréfico 3,

Apéndice | e II).
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Grafico 3 — Pardmetros inflamatorios na lesdo de orelha em camundongos BALB/c

infectados por L. braziliensis refrataria ao antimonio e tratados com CXCL10.
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Fonte: Elaborado pelos autores. Camundongos foram infectados e tratados como descrito no grafico 1. Os

animais foram eutanasiados com 1 e 3 semanas ap6s tratamento, as amostras da orelha foram coletadas,

processadas, incluidas em parafina e em seguida cortadas. As alteracfes histopatoldgicas foram observadas

através de microscopio Optico (magnitude de 100x). Cada barra representa a média do somatério dos escores

referentes aos parametros inflamatorios analisados: 0 (auséncia), 1 (presencga de 1-25%), 2 (presencga de 25-50%)

e 3 (>50%). Orelhas de animais sadios foram utilizadas como controle negativo. Glu = Glucantime. Exsu.

Inflam. = exsudato inflamatério.

Quando avaliado a presenc¢a de macrdfagos ativados, os animais do grupo tratado

com CXCL10 foram os que apresentaram maiores escores na 1% e 3%s.p.t, sequido pelo grupo

Controle. Observaram-se escores menores e semelhantes nos grupos Glucantime e
Glucantime+CXCL10 (Grafico 4, Apéndice I e 1I).
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O tratamento com CXCL10 também obteve maior escore de linfocitos nos dois
tempos avaliados, além disso, é interessante observar que o grupo Glucantime+CXCL10 foi o
que obteve menor escore em relagdo a linfocitos, tanto na 1% quanto na 3% s.p.t. (Gréfico 4,
Anexo 1e 2).

A ocorréncia de neutrofilos na lesdo demonstrou ser um pouco mais acentuada no
grupo CXCL10 na 1% s.p.t. quando comparada aos grupos Glucantime e Glu+CXCL10.
Pérem, quando analisado a 3% s.p.t os grupos Controle e Glucantime apresentam escores
consideravelmente maiores, enquanto nos grupos CXCL10 e Glu+CXCL10 ndo houve
mudanga no perfil em relacdo a 1*s.p.t (Gréafico 4, Apéndice I e II).

Em relacdo aos plasmdcitos, no primeiro tempo avaliado 1° s.p.t., 0S quatro grupos
do estudo apresentaram escores aproximados, no entanto, no Ultimo periodo (3 s.p.t.), apenas 0s
grupos Controle e Glucantime continuaram a apresentar a presenca dessas células em maior

nimero, enquanto CXCL10 mostrou escores menores (Gréfico 4, Apéndice I e Il).
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Grafico 4 — Exudato celular na lesdo de orelha em camundongos BALB/c infectados por L.

braziliensis refrataria ao antimonio e tratados com CXCL10
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Fonte: Elaborado pelos autores. Camundongos foram infectados e tratados como descrito no gréafico 1. Os
animais foram eutanasiados com 1 e 3 semanas apos tratamento, as amostras da orelha foram coletadas,
processadas, incluidas em parafina e em seguida cortadas. As alteragdes histopatoldgicas foram observadas
através de microscopio dptico (magnitude de 100x). Cada barra representa a média do somatério dos escores
referentes aos parametros inflamatérios analisados: 0 (auséncia), 1 (presencga de 1-25%), 2 (presencga de 25-50%)

e 3 (>50%). Orelhas de animais sadios foram utilizadas como controle negativo. Glu = Glucantime.

5.4 Dosagem de citocinas no linfonodo de drenagem da leséo

Os resultados mostraram que na 3% s.p.t, o grupo que recebeu CXCL10 apresentou
concentracdo de IFN-y trés vezes maior (356,0 + 17,64 pg/mL) do que a encontrada na 1% s.p.t

(101,5 + 31,45 pg/mL), e significativamente maior quando comparada ao grupo Controle
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(149,0 + 18,88 pg/mL), nos dois periodos avaliados. Foi observado ainda que, na 3 s.p.t, a
associacdo de CXCL10+Glucantime induziu 2 vezes menos IFN-y (135,0 + 12,36 pg/mL) do
que CXCL10 sozinho. Ainda em relagéo a 3% s.p.t, apenas o grupo CXCL10+Glucantime ndo
apresentou maior concentracdo de IFN-y em relagdo a 1% s.p.t. Este grupo também mostrou
concentragdes significativamente maiores (202,2 + 35,64 pg/mL) do que a do Controle na 1°
s.p.t. (48,3 + 14,35 pg/mL) (Gréfico 5A).

Em relagdo a IL- 4, houve producdo significativamente maior durante a 1° s.p.t,
comparada a 3% s.p.t nos grupos Controle, CXCL10 e CXCL10+Glucantime, exceto no
Glucantime. Referente a 3* s.p.t, CXCL10 induziu uma concentracdo duas vezes menor
quando comparado ao Glucantime (12,21+4,56; 38,57+9,76, respectivamente) resultados estes
que foram estatisticamente significantes (p<0.05) (Gréafico 5C).

Quando analisadas as concentracdes de IL-10, CXCL10 foi o Unico grupo que
demonstrou uma producdo significativamente maior na 3% s.p.t em relagdo a 1%s.p.t (286,21 +
31,51, 173,8 + 17,71 pg/mL, respectivamente) (Grafico 5B). Foi possivel observar que, na 3°
s.p.t, a associa¢do de CXCL10+Glucantime induziu menos IL-10 (163,21 + 5,57 pg/mL) do
gue CXCL10 sozinho (286,21 + 31,51 pg/mL), fato semelhante ao ocorrido com a producéo
de INF-y para esse grupo (Gréafico 5A). Ainda em relagdo a IL-10, no grupo da associacao de
CXCL10+Glucantime, observou-se que a producdo dessa citocina foi significativamente
menor do que a do Controle, tanto na 1% s.p.t (145,7+5,95, 249+31,49; p<0,05) quanto na 3
s.p.t. (163,21+5,57, 288+31,15; p<0,05) (Grafico 5B).
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Gréfico 5 — Producéo de citocinas IFN-y (A), IL-10 (B), IL-4 (C) e TGF-B (D) no linfonodo
de drenagem da lesdo de camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis refrataria ao

antimonio e tratados com CXCL10.
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Fonte: Elaborado pelos autores. Camundongos BALB/c foram infectados como descrito no grafico 1. Grupos de
animais (n=8/grupo) foram eutanasiados na primeira e na terceira semana ap0ds tratamento (s.p.t), quando foram
obtidos os linfonodos. Células do linfonodo de drenagem da leséo foram cultivadas e re-estimuladas in vitro com
promastigotas vivas de L. braziliensis por até 72 h. Os sobrenadantes foram usados para a dosagem das citocinas.
Os resultados sdo expressos pela média aritimetrica + erro padrao. (*/**/***) Significancia estatistica quando P
<0,05.

Quanto a citocina TGF-B, foi possivel observar uma maior producéo na 1% s.p.t em
relacdo a 3% s.p.t apenas no grupo tratado com o antimdnio; em contrapartida, nos grupos
tratados com CXCL10 e com a associagdo CXL10+Glucantime a maior producgdo ocorreu na
3%s.p.t.. Este resultado foi significante apenas no grupo tratado com CXCL10 (207,5 + 32,95;
p<0,05) em relacéo ao grupo Controle (83,44 + 21,09), na 3% s.p.t (Gréafico 5D).
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6 DISCUSSAO

Um dos problemas do tratamento com os antimoniais pentavalentes nos ultimos
anos tem sido o aparecimento de cepas de Leishmania resistentes a essas drogas (CROFT;
SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; SOUZA et al., 2010). Foi observado que a resisténcia ao
antimonio estd também relacionada a resisténcia ao NO (GIUDICE et al., 2007; SOUZA et
al., 2010). Adicionalmente, recentemente, as formas mais graves de leishmaniose cutaneas
causadas por L. braziliensis tém sido relacionadas com a resposta imunoldgica associada ao
aumento dos niveis de IL-4 e Arginase (COSTA et al., 2011).

Apesar do perfil de resisténcia ao NO j& ser descrito em infeccGes por
Leishmania, pouco se sabe a respeito dos mecanismos que geram esse efeito. Estudos relatam
que esse processo pode envolver principalmente a expressdo da enzima iNOS, ou a atividade
enzimatica relacionada a moléculas do parasito (BALESTIERI et al., 2002; HOLZMULLER
et al., 2005).

A ideia deste trabalho foi avaliar o efeito imunomodulador da quimiocina
CXCL10 em camundongos BALB/c infectados com uma cepa de L. braziliensis resistente ao
antiménio, utilizando um modelo experimental murino diferente do modelo tradicional de
infeccdo na pata. Neste modelo, os parasitos sdo inoculados na derme da orelha, o que
mimetiza melhor a infecgdo humana, por reproduzir de maneira mais evidente 0s aspectos da
infeccdo natural tais como, a auto cura, a presenca de lesdo ulcerada, disseminacdo do parasito
para os linfonodos e desenvolvimento de uma resposta imunoldgica mista Th1/Th2,
caracterizada pela presenca de células secretoras de IFN-y, IL-4 e IL-10, confirmando a
auséncia de dominancia de resposta Th2 observada em infecgdes por L. major em animais
susceptiveis (DE MOURA et al., 2005; VARGAS-INCHAUSTEGUI et al., 2008).

Com relagdo a cinética das lesdes na orelha foi observado que CXCL10
sozinho e a associagdo Glucantime+CXCL10 induziram lesdes que nao ulceraram e apds o
tratamento houve uma regresséo significativa na espessura das mesmas, voltando mais rapido
ao normal, quando comparadas as do grupo Controle e Glucantime. No grupo tratado apenas
com Glucantime, as lesbes continuaram a se desenvolver semelhante ao Controle,
confirmando a resisténcia da cepa ao tratamento com o antiménio, como ja descrito (COSTA
etal., 2011).

A producédo de NO como fator determinante para a morte das formas amastigostas
de Leishmania ja é bem descrita, sendo confirmada em estudos experimentais onde o efeito
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leishmanicida é bloqueado através de uma forma analoga a arginina, a L-N®- Monometil-
arginina (L -NMMA), que blogueia a sintese de NO, mantendo a parasitemia dos macrdfagos
(LIEW E COX, 1991; HOLZMULLER et al., 2005). Neste trabalho, nos grupos Controle e
tratado com Glucantime, os efeitos de persisténcia do parasito foram mais observados. Esse
efeito de resisténcia possivelmente pode estar ocorrendo devido a ndo producdo ou pouca
producdo de NO nesses grupos.

Alguns dos mecanismos que levam a resisténcia aos antimoniais, sejam em
formas cutaneas ou viscerais, incluem a diminuicdo da concentracdo e absor¢do da droga
dentro do parasito ou mesmo o aumento do efluxo das drogas utlizadas. Deve-se atentar
ainda, que a ndo resposta pode ocorrer devido a incapacidade da reducdo do antimonio
pentavalente Sh*® para a forma trivalente Sb*®, uma vez que a atividade leishmanicida dos
antimoniais é dependente da sua reducdo de Sb*® para Sb** (MUKHOPADHYAY et al., 2011;
MS/SVS, 2013).

Nos animais infectados com cepa resistente ao antimonio, CXCL10 e a
associacdo com Glucantime foram capazes de induzir o controle da lesdo mais precocemente.
Estudos relatam que as quimiocinas produzidas no local da infeccdo sdo criticas para
determinar a composicao do infiltrado celular e que nas lesGes de LCL os niveis elevados de
CXCL10 sdo produzidos por células da epiderme e células estromais da derme, o que atrai
células CXCR3+ e uma resposta do tipo Thl, sendo importante para a resolugdo de lesbes
cutaneas na leishmaniose (DIAZ; ZERPA; TAPIA, 2013). Tem sido mostrado ainda que uma
inducdo precoce e forte de CXCL10 acompanha a cura em camundongos infectados com L.
donovani, enquanto o tratamento com CXCL10 exd6geno protege contra a infeccdo,
destacando sua relevancia em abortar a patogénese da leishmaniose (MAJUMDER et al.,
2012). Em virtude do alto indice de falha terapéutica e desenvolvimento de espécies
resistentes, opgdes terapéuticas com CXCL10 associadas ao tratamento padrdo com antimonio
poderiam gerar um melhor efeito na resolucdo da doencga, uma vez que esta quimiocina é
relacionada com atividade leishmanicida, essencial para geracéo de resposta protetora.

Os antimoniais pentavalentes s@o considerados de primeira escolha para o
tratamento das leishmanioses, porém, a ocorréncia de pacientes refratarios ao medicamento ja
foi constatada em estudo de casos com L. braziliensis (BAFICA et al., 2003). Neste trabalho
de Béfica et al. (2003), para garantir que a cepa era de fato refrataria ao tratamento com
antimonio, o tratamento foi repetido por trés ciclos como preconiza o Ministério da Saude,

mas as lesdes continuaram aumentando. Glucantime foi entdo associado ao farmaco
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Pentoxifilina, conduzindo a uma completa cicatrizagcdo. Foi mostrado que a cura das lesfes
com a associacao dessas duas drogas ocorreu porque Pentoxifilina foi capaz de potencializar a
expressao da enzima oxido nitrico sintase indutivel (iNOS) que conduz a producao de 6xido
nitrico (NO) pelos macréfagos, levando a morte do parasito (BAFICA et al., 2003).

Sabe-se que a quantidade de parasitos na lesdo é fator determinante da severidade
da doenca. O menor nimero de parasitos nas lesdes dos animais tratados com CXCL10 e com
a associacdo Glucantime+CXCL10 na 3% semana pos-tratamento sugere que essa quimiocina
pode ser relevante para a diminuicdo da carga parasitaria in situ. Esse fato foi confirmado na
andlise histoldgica das lesdes dos animais desses grupos, em que foram encontrados parasitos
em menor intensidade bem como auséncia de necrose, sugerindo que ocorreu uma resposta
mais eficiente, conduzindo mais rapido ao processo de cura. Trabalhos com BALB/c
infectados por L. amazonensis demonstraram que o tratamento com CXCL10 reduziu a carga
parasitaria nesses animais (VASQUEZ; SOONG, 2006). CXCL10 poder induzir a producdo
de IL-12 por CDs e consequentemente 0 aumento desta citocina regula positivamente a
resposta de células TCD4+ e da producdo de IFN-y, conduzindo ao controle do patdgeno
(OGHUMU et al., 2010). O controle no numero de parasitos, quando os animais foram
tratados com CXCL10 e com Glucantime+CXCL10, pode ser a resposta para a ocorréncia das
lesbes menores e ndo ulceradas observadas nesses grupos, sugerindo que CXCL10 pode
controlar a infeccdo causada por cepas de L. brazilienesis que ndo respondem bem ao
tratamento por antiménio.

A menor carga parasitaria nesses grupos corrobora ainda com os resultados
encontrados no histopatolégico, com presenca de granulomas no grupo CXCL10 nos dois
periodos avaliados, e no grupo Glucantime+CXCL10 na 3? s.pt., refletindo que pode estar
ocorrendo uma resposta de defesa ao parasito, fato que coincide com as menores lesdes
apresentadas por esses grupos. Embora o grupo Controle também tenha apresentado
granulomas nos dois tempos avaliados, vale salientar que a formagdo de um granuloma nem
sempre esta associada com o controle do parasito, e a efetividade dos granulomas para matar
0s parasitos depende do grau de maturacdo do granuloma (MURRAY, 2001). Apenas os
granulomas maduros desenvolvem mecanismos leishmanicidas eficientes para matar 0s
parasitos (NIETO et al., 2011).

Os mecanismos imunologicos que conduzem a cura das infecgdes por L.
braziliensis sdo dependentes da producdo de diferentes subpopulagdes de linfécitos TCD4+,
com énfase nas células de perfil Th1l. Nesse contexto, o infiltrado celular na les&o é primordial
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para definir o curso da doenca. Vale salientar a maior presenca de macrdfagos ativados e
linfocitos no grupo CXCL10 observados nas lesbes, o que reflete o efeito quimiotatico e
ativador dessa quimiocina (DUFOUR et al., 2002; CHARO; RANSOHOFF, 2006). Acredita-
se que na presenca de CXCL10 os linfocitos Thl sdo estimulados a produzirem IFN-y que,
por sua vez, ativa macréfagos infectados e estimula a acdo leishmanicida dessas células via
NO (GUPTA et al., 2009). Sugere-se, no presente trabalho, a participacdo dos macréfagos
ativados no combate a infeccdo, contribuindo para as menores lesbes e a baixas cargas
parasitarias observadas nos animais tratados com CXCL10.

Nos grupos Controle e Glucantime (que se comporta como no Controle, devido ao
perfil de resisténcia) foram encontradas as maiores lesdes, corroborando com a maior
guantidade de parasitos encontrados, tanto na lesdo da orelha como no linfonodo de
drenagem. Estudos com o mesmo modelo de infeccdo e a mesma cepa resistente (LTCP393)
utilizada no presente trabalho, corroboram com os dados apresentados, onde 0s parasitos
resistentes ao NO, foram também encontrados em maior numero nas lesdes dos animais
infectados com a cepa resistente, além de induzir um infiltrado inflamatério mais intenso
(COSTA et al., 2011). Os achados histopatoldgicos do presente trabalho também mostraram
gue os animais dos grupos Controle e Glucantime apresentaram uma inflamacdo mais intensa,
com mais edema, ulceracdo das lesBes, presenca de necrose e maior infiltrado celular,
principalmente com mais polimorfonucleados (Apéndices | e IlI). Infeccdo de L. major em
animais C57BL/6, que se sabe sdo naturalmente resistentes nesse modelo de infeccdo por
Leishmania, demonstram que quando infectados com um isolado resistente ao tratamento com
antimonio, desenvolvem lesdes muito maiores, associadas a um elevado nimero de parasitos,
ndo levando a cura (ANDERSON; MENDEZ; SACKS, 2005).

A manifestacdo de lesbes mais proeminentes e ulceradas nos grupos Controle e
Glucantime podem estar associadas a menor ativagdo de macréfagos e possivelmente menos
NO, presenca de menos linfocitos e consequente aumento de plasmocitos. Estas, sdo células
responsaveis pela producdo de imunoglobulinas do tipo IgG contra o parasito, que
desempenham o papel de opsonizacdo das formas de Leishmania, permitindo assim a ligagéo
do patdgeno aos receptores FcyR presentes nos macrdfagos, que por sua vez estimulam a
producéo de IL-10 por esses macrdfagos, promovendo a progressao da doenca (ALEXANDE;
BROMBACHER, 2012).

Outras células que podem estar relacionadas & patologia da doenca e estavam
presentes nos grupos Controle e Glucantime em maior quantidade na 3% s.p.t. sdo o0s



56

neutrdfilos. Sabe-se que estas células sdo importantes para a resposta imunoldgica e estdo
entre as primeiras células que chegam ao sitio de inoculacéo do parasito e as principais células
que constituem o exsudato celular nos processos inflamatorio (RIBEIRO-GOMES et al.,
2004). Trabalhos relatam que Leishmania fagocitadas por neutrofilos sdo capazes de retardar
a apoptose dos mesmos, mas nao evitam O pProcesso, e 0S COrpos apoptdticos desses
neutrdfilos, expressando fosfatidilserina sdo reconhecidos e fagocitados pelos macréfagos que
chegam ao local depois, promovendo, desta forma, a entrada silenciosa dos parasitos,
estimulando negativamente a producéo de IL-12 pelas CDs, e conduzindo a uma resposta ndo
protetora (VAN ZANDBERGEN et al., 2004; CECILIO et al., 2014).

Macrofagos ativados também foram observados nos grupos do Controle e
Glucantime, embora estivessem em menor quantidade do que aqueles encontrados nos
animais tratados com CXCL10. E por que esses macrdfagos ativados ndo foram suficientes
para controlar a doenca mais cedo nesses grupos? Vale relembrar que a cepa de Leishmania
utilizada nesse experimento é resistente ao Glucantime e a NO também. Na literatura, ha
relatos de outros produtos do metabolismo do oxigénio envolvidos na explosao respiratéria
em macrofagos murinos ativados, tais como peroxido de hidrogénio (H,0,) e anion
superéxido (O2) que também estariam implicados na eliminacdo de Leishmania (VAN
ASSCHE et al., 2011). Outro estudo demonstrou que, em macréfagos infectados por L.
brazilensis in vitro, a eliminacdo dos parasitos foi associada a producdo de TNF-a e
superdxidos (NOVAIS et al., 2009). A producdo de NO também pode ser influenciada pela
presenca da citocina IL-10. Foi visto que IL-10 induz uma auséncia de resposta dos
macréfagos a sinais de ativacdo e impede a morte de amastigotas por inibir a producdo de
TNF-a ¢ NO (GHALIB et al., 1995; NYLEN et al., 2007). E importante ressaltar também que
a persisténcia do parasito, causada em parte pelos seus mecanismos de evasdo, é um fator que
pode determinar a duracdo da doenca e a evolucéo clinica para as formas mais graves, e um
desses mecanismos € 0 metabolismo da arginina. Iniesta et al. (2001) mostraram que
dependendo do tipo de arginase que a celula hospedeira expressa, 0 metabolismo da arginina
pode resultar na producdo de NO, ou em L-ornitina, sendo que NO é tdxico para o parasito,
enguanto L-ornitina é essencial para o seu crescimento.

Nos linfonodos, onde realmente é montada a resposta imune especifica aos
parasitos, observou-se que tanto no grupo CXCL10 quanto no grupo da associacdo de

CXCL10+Glucantime ocorreu uma diminuicdo significativa na carga parasitaria na 3* semana
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pos-tratamento em rela¢do ao Controle, que por sua vez, ndo demonstrou queda no nimero de
parasitos nos dois tempos avaliados.

Ja se sabe que em animais infectados por L. braziliensis, mesmo ap06s a cura
clinica, ocorre a persisténcia de parasitos em seus linfonodos (DE MOURA et al., 2005;
ROCHA et al., 2007). O linfonodo é conhecido como um importante sitio de proliferacéo do
parasito durante a infecgdo por Leishmania, e um dos primeiros 6rgéos a ser afetado durante a
disseminacéo sistémica do parasito, podendo esses persistirem indefinidamente dentro de
macrofagos e/ou células dendriticas nos linfonodos de drenagem do sitio de inoculacéo,
facilitando a modulagdo e manutencdo da memoria imunolégica (MOLL; FLOHE; BLANK,
1995). Além disso, estudos relatam que Leishmania também é capaz de persistir dentro de
fibroblastos nos linfonodos, devido essas células apresentarem baixa capacidade de produzir
NO, e desta forma ndo controlando o crescimento do parasito, mesmo na presenca de IFN-y
(BOGDAN et al., 2007).

A maior diminui¢do dos parasitos no linfonodo quando tratado com CXCL10
pode estar relacionada a uma maior producdo de IFN-y, citocina fundamental para a
eliminacdo do parasito. Acredita-se que as citocinas estdo diretamente envolvidas com a
producdo de quimiocinas e podem preceder a expressao de algumas quimiocinas, que, por sua
vez, induzem a producdo de mediadores inflamatdrios adicionais (TEIXEIRA et al., 2006).
Neste trabalho, os resultados demonstraram que na 3% s.p.t, 0 grupo CXCL10 apresentou a
maior producdo de IFN-y e no mesmo periodo (3% s.p.t) foi observado baixa producéo de IL-4.

CXCL10 parece contribuir para uma resposta Thl, essencial para eliminacao dos
protozoarios causadores da leishmaniose cutdnea. A baixa concentracdo de IL-4 e a maior
concentragdo de IFN-y nos animais tratados com CXCL10, possivelmente permitiu uma
resolucéo precoce da leséo. Recentemente foi mostrado que camundongos BALB/c infectados
com L. braziliensis e tratados com CXCL10 antes das lesdes aparecem apresentaram
concentragdes mais elevadas de IFN-y e IL-12 no inicio da infeccdo e concentragOes
reduzidas de IL-4 e IL-10, quando comparados com os animais Controle, coincidindo com a
resolucdo da lesdo (GUERRA,; TEIXEIRA, 2013). Estes dados estdo de acordo com o0s
achados da literatura de que a baixa infectividade de L. braziliensis em camundongos BALB/c
esta relacionada com a capacidade destes animais desenvolverem uma forte resposta Thl, e a
cura € acompanhada por um aumento de IFN-y e dependente desta citocina, pois
camundongos quando tratados com anti-IFN-y, apresentaram aumento significativo na
espessura das lesdes e a infeccdo ndo se resolvia (DEKREY; LIMA; TITUS, 1998).
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CXCL10 é induzida por IFN-y e exerce quimiotaxia sobre células T CD4"
ativadas e de memoria, células CD8", células NK, macrdfagos e alguns subtipos de células
dendriticas (CHEN et al., 2004; LIU et al., 2005) desempenhando um papel decisivo para o
controle do parasito. O papel critico das quimiocinas é evidenciado em casos de LCL versus a
forma difusa causada por L. mexicana. Na forma LCL um perfil Thl é observada nas lesdes
constituidas por CCL2, CXCL10 e CXCL9 e esta associada com um infiltrado dérmico de
macrofagos e um grande nimero de células CD4+. Em contrapartida, em LCD ha predominio
de uma resposta Th2 associada a expressdo de CCL3, e o infiltrado dérmico é mais difuso,
com menor nimero de células CD4+, demonstrando o potencial de quimiocinas para
estratégias imuno-terapéuticas (OGHUMU et al., 2010). Além disso, alguns trabalhos tém
mostrado o potencial terapéutico de CXCL10 na infeccdo por outras espécies de Leishmania,
onde o tratamento com CXCL10 em camundongos BALB/c susceptiveis a infeccdo por L.
major resulta no aumento da atividade citotoxica de células NK, contribuindo para a
eliminacdo do parasito (MULLER et al., 2001).

A maior producéo de IL-4 na 1% s.p.t no grupo Glucantime pode refletir a maior
exacerbacdo da doenca e o perfil de resisténcia. Esses dados ja eram esperados, uma vez que a
resisténcia encontrada na cepa de Leishmania utilizada neste trabalho é relatada com altos
niveis de IL-4 e producdo de arginase (COSTA et al., 2011). Os dados estdo de acordo com
um trabalho em que foram utilizados camundongos BALB/c infectados com a mesma cepa
resistente (LTCP393) e uma susceptivel (LTCP15171), e as maiores lesdes, carga parasitaria,
replicacdo e persisténcia dos parasitos foram observadas nos animais infectados com a cepa
resistente, correlacionando-se com uma resposta Th2 e principalmente associada a elevados
niveis de IL-4 (COSTA et al., 2011).

A susceptibilidade da infeccdo por L. major em camundongos BALB/c é bem
estabelecida, e apresenta predominancia de células Th polarizadas para uma resposta do tipo
Th2, levando a produgdo de citocinas anti-inflamatorias tais como IL-4, IL-5 e IL-13
conduzindo a progressdo da lesdo (DA SILVA SANTOS; BRODSKYN, 2014). Essas
citocinas séo caracterizadas por favorecer a multiplicacdo do parasita, inibindo a producéo de
NO por macréfagos ativados por IFN-y (BRELAZ-DE-CASTRO et al.; 2012).

Outras citocinas como IL-10 e TGF-B sdo responsaveis pelo controle das
respostas imunoldgicas em LC, porém também atuam na patologia da doenca, desativando 0s
mecanismos de combate por parte dos macrofagos e levando a persisténcia do parasito (DA
SILVA; BRODSKYN, 2014). Dentre as fungfes imunossupressoras de IL-10 incluem,
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diminuicdo da apresentacdo de antigenos aos receptores de células T, diminui¢do da producgéo
de IL-12 e inibicdo de INOS (BUXBAUM, 2013).

No presente trabalho, foram encontrados niveis altos de I1L-10 na 3% s.p.t, no grupo
CXCL10. Isso sugere que esta citocina pode estar agindo com funcdo de imunomodulacdo,
ndo permitindo uma inflamagao exacerbada, uma vez que o maior pico na producéo de IFN-y
foi observado no grupo CXCL10 neste mesmo tempo, mas as lesdes estavam menores e ndo
ulceradas quando comparadas aquelas dos grupos Controle e Glucantime. Interessante que
guando CXCL10 foi associado ao Glucantime, ndo foi observada diferenca nos dois tempos
avaliados, 0 mesmo ocorrendo para TGF-B. Esse fato pode estar relacionado com a menor
producdo de IFN-y nesse grupo e, portanto, uma menor modulacao por IL-10.
Estudos anteriores relataram que TGF-B possui capacidade de inativar macrofagos,
consequentemente inibindo a producdo de NO por parte dessas células e que essa citocina
pode bloquear o efeito de IFN-y, que se sabe ser importante mediador na destruicdo de
Leishmania (BARRAL, et al., 1993).

Em resumo, os principais achados deste trabalho sugerem que a quimiocina
CXCL10 surge como um potencial alvo para auxiliar na terapia de pacientes infectados com
cepas de Leishmania que nao respondem ao tratamento convencional, por serem resistentes ao
antimoénio e ao NO. Nao se pode esquecer que, CXCL10 como toda citocina esta envolvida
em diferentes fungdes e fendmenos durante uma resposta inflamatéria e na hemostasia,
portanto, sua administracdo pode apresentar alguns efeitos adversos. Quanto a isso, é
importante salientar que neste trabalho o efeito benéfico de CXCL10 na infeccdo por L.
braziliensis resistente a antimoénio foi observada com apenas 7 aplica¢cBes da proteina, um
tempo curto, e 0 mesmo ocorreu quando CXCL10 foi associada ao antimonio. N&o avaliamos
aqui uma menor concentracdo de Glucantime na associagdo com CXCL10, mas
provavelmente isso poderia ser uma opcdo, 0 que poderia minimizar a toxicidade do

antimonio, beneficiando o doente.
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7 CONCLUSAO

Em camundongos BALB/c infectados com Leishmania braziliensis refrataria ao
tratamento com antiménio, CXCL10 sozinho ou associado com Glucantime foi capaz de
controlar mais cedo a progressdo da doenca, induzindo lesdes menos proeminentes, nédo
ulcerada, diminuicdo da carga parasitaria tanto no sitio de inoculagdo como no linfonodo de
drenagem da lesdo, orquestrada por uma resposta imunolégica com aumento de IFN-y ¢ baixa
producdo de IL-4, e o controle da inflamacdo provavelmente sendo modulado por IL-10 e
TGF-B.

Sugere-se que CXCL10 sozinho ou associado ao antimdnio é um potencial alvo

para auxiliar na terapia das leishmanioses.
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Tabela 1 — Avaliacdo da histopatologia de lesdo de orelha de camundongos BALB/c
infectados com L. braziliensis resistente ao antimonio e tratados com CXCL10. Primeira

Semana apés tratamento.
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CT1 1 0 0 0 1 1 2 0 0 0 0
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CT3 3 0 3 0 1 1 1 0 0 0 0
CT4 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0

GLU1 3 0 |3 1 12 |1 |2 |0 1 |1 |0

GLU2 1 0 |2 o (1 (1 (1 |0 0 |1 |O
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Cada parametro foi avaliado por um Unico observador segundo presencga ou auséncia do evento através de escores: 0
(auséncia), 1 (presencga de 1-25%), 2 (presenca de 25-50%) e 3 (>50%). Patas de animais sadios foram utilizadas
como controle negativo. CT=Controle, GLU=Glucantime, CX=CXCL10 e CX+GLU=CXCL10+Glucantime.
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APENDICE II

Tabela 2 — Avaliacdo da histopatologia de lesdo de orelha de camundongos BALB/c
infectados com L. braziliensis resistente ao antimonio e tratados com CXCL10. Terceira

Semana apés tratamento.
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3

Cada paradmetro foi avaliado por um Unico observador segundo presenga ou auséncia do evento através de escores: 0
(auséncia), 1 (presenca de 1-25%), 2 (presenca de 25-50%) e 3 (>50%). Patas de animais sadios foram utilizadas como
controle negativo. CT=Controle, GLU=Glucantime, CX=CXCL10 e CX+GLU=CXCL10+Glucantime.
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com os Principios Eticos na Experimentagéo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagao Animal (COBEA).
Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comisso de Etica
em Pesquisa Animal — CEPA - em reunido realizada em 16 de maio de 2014.

Fortaleza, 16 de maio de 2014

Profa. Dra. Nylan v Nunes de Alencar
Coordenadora da Comissao dgttica em Pesquisa Animal — CEPA

Profa. Dra Ndana M, Nunzs de Aiancas
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Fonte: Universidade Federal do Ceara (2014).
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