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RESUMO 

 

Leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave das leishmanioses causada por parasitos do 

gênero Leishmania, e tem como característica a perda da habilidade do hospedeiro em gerar 

uma resposta imunológica eficaz. As quimiocinas têm um envolvimento direto na patogênese 

das leishmanioses, e podem potencialmente serem utilizadas como adjuvantes no tratamento 

dessas doenças. CXCL10 é uma quimiocina que tem mostrando resultados promissores no 

tratamento de leishmaniose. O objetivo deste estudo foi verificar o efeito in vitro da 

associação de CXCL10 com Glucantime®, em macrófagos RAW 264.7 infectados por L. 

infantum. Os macrófagos foram infectados por Leishmania infantum e tratados ou não com 

CXCL10 (25, 50 e 100 ng/mL), Glucantime® (16 mg/mL) e CXCL10+Glucantime® (25, 50 

e 100 ng/mL) + (16 mg/mL). Após 24 horas e 48 horas de infecção, avaliou-se a carga 

parasitária nos macrófagos infectados e a produção de óxido nítrico (NO) e das citocinas IL-

12, TNF-α, IL-4 e IL-10 nos sobrenadantes das culturas de macrófagos. Observou-se que 

tanto CXCL10 como a associação CXCL10+Glucantime®, nas três concentrações utilizadas, 

revelaram importante redução da carga parasitária nos macrófagos infectados, com 

diminuição maior na concentração de 100ng/mL, 74% e 75%, respectivamente, sendo essa 

redução maior do que aquela induzida por Glucantime® (50%). Quando as células foram 

tratadas com CXCL10 sozinho, a redução do número de parasitos intracelulares estava 

correlacionada com o aumento de NO, entretanto, ao contrário, na associação com 

Glucantime®, mesmo com redução da carga parasitária, observou-se diminuição na produção 

de NO a medida que a concentração de CXCL10 foi aumentada. Em relação as citocinas, 

observou-se que CXCL10 e a associação com Glucantime® induziram maiores concentrações 

de IL-12 e TNF-α, e menores de IL-10 e de IL-4, quando comparado com Glucantime®, 

sugerindo a indução de um importante perfil Th1. Coletivamente, os dados deste trabalho 

sugerem um papel imunoprotetor de CXCL10, associado ou não a Glucantime®, em 

macrófagos RAW 264.7 infectados por L. infantum. Os dados desse estudo podem ainda 

fornecer informações para o desenvolvimento de futuras intervenções terapêuticas para a 

leishmaniose visceral, utilizando CXCL10 como adjuvante ao Glucantime®. 

Palavras-chave: Leishmania infantum, CXCL10, Macrófagos RAW 264.7, Citocinas, Óxido 

nítrico.  



 

ABSTRACT 

 

Visceral leishmaniasis (VL) is the gravest form of leishmaniasis caused by the genus 

Leishmania, and is characterized by the loss of the host's ability to generate an effective 

immune response. Chemokines have direct involvement in the pathogenesis of leishmaniasis, 

and may potentially be used as adjuvants in the treatment of such diseases. CXCL10 is a 

chemokine that has shown promising results in the treatment of leishmaniasis. The objective 

of this study was to verify the in vitro effect of the association of CXCL10 with Glucantime® 

on RAW 264.7 macrophages infected by L. infantum. RAW 264.7 macrophages were infected 

with L. infantum in vitro and treated or not with CXCL10 (25, 50 and 100 ng/ mL), 

Glucantime® (16 mg/mL) and CXCL10+Glucantime® (25, 50 and 100 ng/mL) + (16 

mg/mL). Parasite load in infected macrophages, as well as nitric oxide (NO), IL-12, TNF-α, 

IL-4 and IL-10 production in the supernatants of macrophages were assessed at 24h and 48h 

after infection. It was observed that both CXCL10 and CXCL10 + Glucantime®, in the three 

concentrations used, showed a significant reduction of the parasite load in the infected 

macrophages, with a decrease in the concentration of 100ng/mL, 74% and 75%, respectively, 

and this reduction was greater than that induced by Glucantime® (50%). When the cells were 

treated with CXCL10 alone, the reduction in the number of intracellular parasites was 

correlated with the increase in NO, however, in contrast, in the association with Glucantime®, 

even with reduction of the parasitic load, there was a decrease in NO production, as the 

concentration of CXCL10 was increased. Regarding the cytokines, it was observed that 

CXCL10 and the association with Glucantime® induced higher concentrations of IL-12 and 

TNF-α, and lower IL-10 and IL-4, when compared to Glucantime®, suggesting the induction 

of a important profile Th1. Collectively, data from this work suggest an immunoprotective 

role of CXCL10, associated or not to Glucantime®, in RAW 264.7 macrophages infected by 

L. infantum. Data from this study may also provide information for the development of future 

therapeutic interventions for visceral leishmaniasis, using CXCL10 as adjuvant with 

Glucantime®.  

 

Key words: Leishmania infantum, CXCL10, RAW 264.7 macrophages, Cytokines, Nitric 

oxide.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Leishmaniose visceral: agente etiológico e vetor  

 

As leishmanioses são um grupo de doenças causadas por protozoários do gênero 

Leishmania e são transmitidas através da picada de fêmeas de flebotomíneos infectados 

(BRASIL, 2016; PAHO/WHO, 2017). 

As leishmanias são patógenos intracelulares obrigatórios que se replicam 

preferencialmente em macrófagos ou monócitos (RODRIGUES et al., 2016). O ciclo de vida 

deste parasito é heteroxeno, apresentando duas formas evolutivas principais: forma 

extracelular, promastigota, encontrada no trato digestivo dos vetores flebotomíneos; e forma 

amastigota, intracelular, encontrada parasitando células do sistema fagocítico mononuclear 

(SFM) dos hospedeiros mamíferos (CHAPPUIS et al., 2007; NEVES et al., 2016). O 

complexo Leishmania donovani reúne as duas espécies responsáveis pela Leishmaniose 

visceral (LV) no mundo: L. (Leishmania) donovani e L. (L.) infantum (PISCOPO; MALLIA, 

2006; NEVES et al., 2016). 

 Anteriormente, L. chagasi era aceita como a espécie causadora de LV no 

continente americano, mas atualmente alguns autores a consideram como sinonímia de L.  

infantum e não fazem distinção entre as subespécies L. chagasi, agente etiológico nas 

Américas e L. infantum, presente no Velho Mundo (MAURICIO et al., 2000). 

 No Brasil, existem 2 espécies de flebotomíneos do gênero Lutzomyia que estão 

relacionadas com a transmissão da LV, Lu. longipalpis e Lu. cruzi. A espécie Lu. longipalpis 

é encontrada nas cinco regiões do Brasil e é considerada a principal transmissora da forma 

visceral no país, enquanto Lu. cruzi encontra-se restrita ao Estado do Mato Grosso 

(ANDRADE-FILHO et al., 2017). 

 

1.2 Epidemiologia 

  

   As leishmanioses são uma das mais prevalentes doenças tropicais 

negligenciadas que afetam a Saúde Pública do mundo inteiro (HOTEZ et al., 2007). Estima-se 

que pelo menos 20 milhões de pessoas estejam infectadas por Leishmania. Anualmente, 

ocorrem aproximadamente 500 mil novos casos de LV no mundo e mais de 90% desses casos 

são registrados no Brasil, Bangladesh, Índia, Nepal e Sudão (HOTEZ, 2010).  
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Nas Américas, a LV é dividida em 3 grupos: países com expansão da transmissão 

(Argentina, Brasil e Paraguai), países com transmissão estável ou controlada (Colômbia e 

Venezuela) e países com transmissão esporádica (Costa Rica, Guatemala, Honduras, 

Nicarágua, Bolívia, Guiana e México) (PAHO/WHO, 2017). Nas Américas, os casos de LV 

estão presentes em 12 países; no entanto, 96% dos casos são relatados no Brasil 

(PAHO/WHO, 2017). (Figura 1) 

 

Figura 1 − Leishmaniose visceral no mundo 

 

Fonte: Organização Mundial da Saúde, 2017. 

 

De 2001 a 2015, foram relatados 52.176 casos nas Américas. De 2004 a 2011 

houve uma tendência de constância no número de casos, com uma média anual de 3.835 

registros, no entanto, em 2012, os casos apresentaram-se reduzidos para 2.892. O número 

voltou a aumentar a partir de 2013, com 3.492 casos (PAHO/WHO, 2017). Contudo, entre 

2001 e 2011, levando-se em conta as subnotificações, a média de casos nas Américas foi de 

4.500 a 6.800 casos/ano (ALVAR et al., 2012).  

No Ceará, em 2017, até a Semana Epidemiológica 34, foram notificados 499 casos, 

com 191 confirmados, 219 descartados, 51 inconclusivos e 38 ignorados ou em branco, 

apresentando uma incidência de 2,1 por 100 mil habitantes (BRASIL, 2017) (Figura 2). 
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Fonte: Boletim epidemiológico Secretaria da Saúde, 2017. 

 

No Ceará, entre 2008 e 2017 (outubro), 95,0% (175/184) dos municípios 

confirmaram casos de LV, foram notificados 9.247 casos e destes, 5.312 (57,4%) foram 

confirmados. Os municípios com maior ocorrência foram Fortaleza com 32,4% (1.984/6.116), 

seguido de Sobral com 5,69% (348/6.116), Caucaia com 5,3% (329/6.116), Maracanaú com 

3,6% (220/6.116), Juazeiro do Norte 2,96% (181/6.116) e Barbalha 2,2% (135/6116). Durante 

esse período ocorreram 342 mortes pela doença no Estado, distribuídas em 80 (43,5%) 

municípios (BRASIL, 2017). 

Durante décadas tem ocorrido a migração da zona rural para a zona urbana, com 

construção de casa em locais que são habitat naturais do vetor, ocorrendo a domesticação do 

vetor (DESJEUX, 2001; BORGES et al., 2009). Em 2009, estudos mostraram que a doença 

vinha se instalando rapidamente na área urbana de Fortaleza (ALBUQUERQUE et al., 

2009). A urbanização da LV, juntamente com as condições precárias de vida foram 

observadas também em outras capitais do Nordeste, como São Luís, Teresina, Natal e 

Salvador (COSTA, 2008). 

  

Figura 2 − Casos e óbitos de Leishmaniose visceral no Ceará entre 2016 e 2017 
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1.3 Ciclo de Leishmania infantum 

 

A principal via de transmissão, nas condições naturais, é através da picada da 

fêmea de Lu. longipalpis, durante o repasto sanguíneo nos reservatórios animais. A fêmea 

infectada, ao se alimentar de sangue, inocula as formas promastigotas metacíclicas na derme 

do hospedeiro, homem ou animal, juntamente com sua saliva, rica em substâncias com grande 

potencial inflamatório e vasodilatador, o que contribui para o aumento de células fagocitárias 

neste local. No organismo do hospedeiro vertebrado, essas formas promastigotas são 

fagocitadas pelos macrófagos, os parasitos fagocitados permanecem dentro do fagolisossomo, 

onde se transformam em amastigotas e se multiplicam por divisão binária (BATES, 2007; 

NEVES et al., 2016). (Figura 3) 

Essa multiplicação parasitária acarreta o rompimento da membrana celular dos 

macrófagos e a liberação das amastigotas que infectam novas células. Assim, os parasitos com 

tropismo viscerotrópico disseminam-se para os órgãos alvo: medula óssea, fígado e baço. 

Estas formas amastigotas, livres ou no interior de células fagocíticas infectadas, no hospedeiro 

vertebrado, são as responsáveis pela infecção do flebotomíneo, no seu próximo repasto 

sanguíneo (Figura 3) (NEVES et al., 2016). 

 

Figura 3 − Ciclo de vida de Leishmania infantum 

 
Fonte: Adaptada do Centers for Disease Control and Prevention (CDC). 
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No flebotomíneo, após a ingestão das amastigotas, as células fagocíticas se 

rompem na porção média do tubo digestivo, liberando as amastigotas, que irão se transformar 

em promastigotas procíclicas. Estas formas sofrem maturação, se transformando em 

promastigotas metacíclicas, fenômeno chamado metaciclogênese, se multiplicam por divisão 

binária e migram para a porção anterior do tubo digestivo do vetor, permanecendo ali até que 

sejam inoculadas no hospedeiro vertebrado, no momento em que a fêmea do flebotomíneo 

realiza um novo repasto sanguíneo, reiniciando o ciclo no hospedeiro vertebrado (BATES, 

2007; NEVES et al., 2016). (Figure 3) 

 

1.4 Aspectos clínicos e patológicos da Leishmaniose visceral (LV) 

 

A LV é uma das formas clínicas considerada mais graves das manifestações das 

leishmanioses, devido às complicações e potencial de progressão para a morte se não for 

tratada (PISCOPO; MALLIA, 2006). O curso clínico da doença depende de vários fatores 

relacionados com à natureza da resposta imunológica, da genética, estado nutricional e idade 

do hospedeiro. A espécie de Leishmania e a quantidade de parasitos inoculados também são 

fatores importantes, por conta da infectividade e patogenicidade do parasito (BADARO et al., 

1986; PEARSON; SOUZA, 1996; MURRAY et al., 2005). 

O tempo de incubação do protozoário pode variar de 3 a 8 meses, como pode 

durar apenas 10 dias em alguns casos, ou ainda se estender por um período muito longo, de 34 

meses em outros casos (PEARSON; SOUZA, 1996). Os sintomas aparecem de forma 

gradativa, podendo também se manifestar rapidamente, e neste caso, levar a um desfecho fatal 

em poucas semanas. Os sintomas clássicos são febre irregular e mal-estar, perda de peso 

progressiva, hepatoesplenomegalia, anemia, pancitopenia e caquexia, podendo levar à morte 

dentro de 2 a 3 anos, se não houver tratamento (STANLEY, 2007; FERREIRA et al., 2008). 

As manifestações clínicas da doença podem variar de uma infecção assintomática 

a uma doença visceral progressiva, podendo ser divididas em três períodos: período inicial, 

período de estado e período final (WILSON; JERONIMO; PEARSON, 2005; BRASIL/MS, 

2006).  

O período inicial, também chamado de fase aguda, representa o início da 

sintomatologia, que na maioria das vezes corresponde a sintomas como hepatoesplenomegalia 

e febre com duração de no máximo quatro semanas (BRASIL/MS, 2006). No período de 

estado o infectado tem febre irregular, geralmente associada a emagrecimento progressivo, 
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palidez cutânea mucosa e hepatoesplenomegalia (WILSON; JERONIMO; PEARSON, 2005). 

No período final, o paciente apresenta febre contínua e o seu estado geral piora, ocorrendo 

edema nos membros inferiores. Outras manifestações importantes incluem hemorragias, 

icterícia e ascite. Indivíduos não tratados ficam imunossuprimidos, e, portanto, susceptíveis a 

infecções bacterianas oportunistas (KAYE et al., 2004; PISCOPO; MALLIA, 2006). O óbito 

geralmente é determinado por infecções bacterianas e/ou hemorragias (COSTA et al., 2016). 

A suspeita diagnóstica da LV deve ser baseada em dados epidemiológicos e nos 

achados clínicos e laboratoriais, mas o diagnóstico é confirmado através da existência do 

parasito em tecido infectado (PASTORINO et al., 2002). Os exames sorológicos, como a 

imunofluorescência indireta (IFI) e o ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA), possuem 

alta sensibilidade, mas uma especificidade não muito boa, uma vez que podem apresentar 

reações cruzadas com antígenos de outros organismos, como Trypanosoma, Mycobacterium, 

Plasmodium e Schistosoma (KARP et al., 1993; PASTORINO et al., 2002).  

A pesquisa de antígenos de Leishmania pela técnica de reação em cadeia da 

polimerase (PCR) apresenta alta sensibilidade e especificidade, uma vez que é sensível o 

suficiente para detectar um número muito baixo de parasitos nas amostras (ORDEIX et al., 

2005). Entretanto, em indivíduos provenientes de áreas endêmicas, com alta exposição 

antigênica, um resultado positivo no ensaio de PCR deve ser considerado com cautela, uma 

vez que pode significar exposição prévia ao parasito e não necessariamente doença (RAVEL 

et al., 1995). 

 

1.5 Aspectos imunológicos da Leishmaniose visceral 

 

A LV humana tem como característica a modulação da resposta imunológica 

celular ao antígeno de Leishmania (BACELLAR et al., 2002). O parasito tem tropismo por 

alguns órgãos específicos, tais como a medula óssea, o fígado e o baço (WILSON; 

JERONIMO; PEARSON, 2005; LANG; LECOEUR; PRINA, 2009). A doença tem um curso 

diferente dependendo do órgão: no baço, a doença é caracterizada pela persistência do 

parasito, chegando a atingir um estágio crônico se não tratada, enquanto no fígado, a infecção 

pode ser controlada ainda no início, com posterior desenvolvimento da imunidade em 

reinfecções (ENGWERDA; KAYE, 2000; STANLEY; ENGWERDA, 2007). 

No hospedeiro vertebrado, a capacidade de induzir a resposta imunológica mediada 

por célula é a principal defesa contra as leishmanioses. As células dendríticas são capazes de 

produzir interleucina 12 (IL-12), ativando células T CD4 antígeno-específicas (SOONG, 
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2008; VON STEBUT, 2007). IL-12 é uma  das citocinas mais importantes da fase inicial da 

infecção por Leishmania. Essa citocina é produzida primariamente por células apresentadoras 

de antígeno (APCs) como monócitos, macrófagos, células dendríticas e células B, possuem 

efeito sobre células T e células “natural killer” (NK), nas quais IL-12 tem papel de estimular 

a produção de IFN-γ, além de proliferação celular e citotoxicidade (MULLER et al., 2001; 

ENGWERDA; ATO; KAYE, 2004; DIAZ; ZERPA; TAPIA,2013). A proliferação de 

linfócitos e produção de altos níveis de interferon gama (IFN-γ) e fator de necrose tumoral 

alfa (TNF-α) levam ao controle da infecção (GOMES-SILVA et al., 2007; SCHNORR et al., 

2012).  

Durante a infecção, os macrófagos também são capazes de produzir citocinas pró-

inflamatórias no local, contribuindo para a produção de TNF-α, e isto pode ativar as células 

apresentadoras de antígeno para assim aumentar a capacidade das células T CD4+ para 

produzirem IFN-γ (OLIVEIRA et al., 2014). Pacientes com LV apresentam altos níveis 

séricos de TNF-α e IL-6 (CENINI et al., 1993), que diminuem após a terapêutica com 

antimonial. Essas citocinas estão relacionadas com febre e astenia e TNF-α pode contribuir 

também para a perda de peso e acentuar a desnutrição nesses pacientes (GHALIB et al., 

1993). 

A imunidade para Leishmania depende do desenvolvimento de resposta 

imunológica com perfil dos Linfócitos T helper tipo 1 (Th1), caracterizada pela produção 

inicial de IL-12 e IFN-γ por APCs que induzem a secreção de IFN-γ, que é outro mediador 

inflamatório muito importante na resposta imunológica à Leishmania. IFN-γ, por sua vez, 

induzirá a ativação dos mecanismos microbicidas dos macrófagos que ativa a enzima óxido 

nítrico sintase (iNOS), levando ao estímulo da ação microbicida mediada por Oxido Nítrico ( 

NO)  (RODRIGUES et al., 2016). 

A produção de NO como uma via efetora comum de defesa do macrófago contra 

Leishmania tem sido bem documentada. Os níveis de NO produzidos por macrófagos ativados 

por IFN-γ ou por TNF-α estão relacionados com resistência à infecção (LIU; UZONNA, 

2012).  A atividade leishmanicida do macrófago está também na dependência da produção de 

TGF-β. Essa citocina está relacionada com a desativação de macrófago, inibição da ação de 

IFN-γ e redução da expressão de moléculas que formam o complexo principal de 

histocompatibilidade II (MHC classe II) (FILARDY; PIRES; DOSREIS, 2011; LIU; 

UZONNA, 2012). 

As citocinas IL-4 e IL-10 são outros mediadores que têm papel importante na 
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leishmaniose. IL-4 é sintetizada por Linfócitos T helper tipo 2 ( Th2), tem função de induzir a 

proliferação e diferenciação de células B, aumenta a expressão de MHC classe II, 

possibilitando maior ativação de células Th2 (VARELLA; FORTE, 2001). Na LV humana, a 

ativação de células Th2 pode estar envolvida na progressão da doença. Foram demonstrados 

níveis altos de IL-4 no soro de pacientes com LV, assim como também IgE e IgG1 

(ZWINGENBERGER et al., 1990; ATTA et al., 1998). 

IL-10 é produzida por monócitos, células fagocíticas mononucleares e células 

dendríticas (BORISH; STEINKE, 2006) e contribui para a sobrevivência do parasito. Outro 

efeito importante de IL-10 nos macrófagos é a inibição dos eventos metabólicos associados 

com sua ativação (BOGDAN; RÖLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000). Esses efeitos, 

associados à capacidade desta citocina de suprimir a produção de IFN-γ por células Th1, 

fazem com que IL-10 interfira na atividade leishmanicida do macrófago. IL-10 atua ainda 

como um co-estimulador para a proliferação de mastócitos e seus progenitores (VARELLA; 

FORTE, 2001). A atividade imunossupressora da citocina pode promover a replicação do 

parasito e evolução da doença (NYLÉN; SACKS, 2007). 

Sabe-se que IL-4 e IL-10 possuem efeito anti-inflamatório, contrabalanceando o 

efeito inflamatório de IFN-γ e TNF–α na infecção por Leishmania. Porém, os níveis destas 

citocinas são dependentes da forma clínica da doença (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; 

GOMES-SILVA et al., 2007). 

 

1.6 Quimiocinas e seus receptores  

 

As quimiocinas são pequenas proteínas quimiotáticas (8 a 17 kDa) (ROSSI; 

ZLOTNIK, 2000; ROT; VON ANDRIAN, 2004; ABREU et al., 2017). São citocinas que têm 

o papel de recrutar leucócitos nas respostas imunológicas inatas e adaptativas (MOSER; 

WILLIMANN, 2004). As quimiocinas têm demonstrado desempenhar um papel crucial na 

determinação da evolução da leishmaniose e na determinação da imunidade em várias outras 

doenças (JONES et al., 2003; RODRIGUEZ-SOSA et al., 2003; MOSER; WILLIMANN, 

2004). 

As quimiocinas são classificadas em famílias com base no número e na 

localização dos resíduos de cisteína amino-terminais. As duas maiores famílias de 

quimiocinas são as CXC e as CC (RITTER; KORNER, 2002). Enquanto as quimiocinas CXC 

têm as suas duas primeiras cisteínas separadas por um aminoácido, as quimiocinas CC têm as 

suas duas primeiras cisteínas unidas (OGHUMU et al., 2010). 
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Membros da classe CXC agem principalmente em células polimorfonucleares 

(PMNs), enquanto membros da classe CC agem em um grupo maior de células, incluindo 

monócitos, basófilos, eosinófilos e linfócitos, mas não em PMNs (RITTER; KORNER, 2002). 

A importância fisiológica desta família de mediadores é resultante da sua 

especificidade, pois membros da família de quimiocinas induzem recrutamento de 

subconjuntos de leucócitos bem definidos (PALOMINO; MARTI, 2015). Atuam, ainda, como 

mediadores cruciais na polarização de células Th1 e na ativação e tráfego de células 

envolvidas nas respostas inflamatórias (CHARO; RANSOHOFF 2006).  

As quimiocinas medeiam as suas ações através da ligação com receptores de 

quimiocinas (VIOLA; LUSTER, 2008). Esses receptores pertencem à superfamília dos 

receptores de sinalização intracelular acoplado à proteína G (MURDOCH; FINN, 2000). 

Aproximadamente 50 quimiocinas humanas foram descritas e 21 tipos de receptores de 

quimiocinas foram identificados (TEIXEIRA et al., 2006; OGHUMU et al., 2010). 

Receptores estes que estão classificados estruturalmente em quatro classes: CXCR, CCR, 

XCR e CX3CR (ABREU et al., 2017; MORENO et al., 2014). 

Devido a seu importante papel quimiotático e na mediação de processos 

inflamatórios, várias quimiocinas vêm sendo estudadas como agentes terapêuticos em 

infecções ou doenças em que o sistema imunológico necessita de estímulo, como no caso das 

leishmanioses (OGHUMU et al., 2010). Além da atividade quimiotática, há crescente 

valorização da capacidade dessas moléculas de mediarem a modulação de respostas de 

citocinas, como já foi mostrado em alguns estudos, nos quais CXCL10 mostrou-se eficiente 

na indução de células imunológicas durante a infecção por L. donovani, ou em lesões 

cutâneas, onde apresentou significativo papel na diminuição da carga parasitária (VASQUEZ; 

SOONG, 2006; FALLAHI; ELIA; BONATTI, 2016). 

 

1.7 CXCL10 na infecção por Leishmania spp. 

 

Trabalhos publicados sugerem que quimiocinas, como CCL2, CCL3, CXCL8 e 

CXCL10, desempenham importantes papéis na infecção por Leishmania, incluindo funções 

de defesa do hospedeiro, tais como recrutamento de leucócitos, ativação celular, participação 

na imunidade mediada por células e atividade leishmanicida, indicando que essas proteínas 

podem ser relevantes para o controle e/ou progressão da doença (TEIXEIRA et al., 2006; 

OGHUMU et al., 2010). 

A quimiocina CXCL10 pertence a uma subpopulação de citocinas que são 
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mediadores cruciais para a função de leucócitos, recrutamento de monócitos, macrófagos, 

polarização de células Th1, ativação e tráfego de células envolvidas nas respostas 

inflamatórias (CHARO; RANSOHOFF, 2006; VASQUEZ; SOONG, 2006). CXCL10, 

anteriormente chamada de IP-10 (proteína induzível por IFN-γ), é uma molécula pequena (10 

kDa), secretada principalmente por monócitos, neutrófilos, queratinócitos, células dendríticas, 

células mesenquimais, fibroblastos e células endoteliais em resposta a estímulos como uma 

infecção viral, lipopolissacarídeos (LPS) e IL-1, entre outros (LEE; LEE; SONG, 2009; 

GUPTA et al., 2009). 

Várias funções têm sido atribuídas à CXCL10, tais como quimiotaxia 

de monócitos /macrófagos, células T, células NK e células dendríticas, promoção da adesão 

de células T às células endoteliais, atividade antitumoral, inibição da formação de colônias na 

medula óssea e angiogênese (DUFOUR et al., 2002). CXCL10 induz os seus efeitos através 

da ligação à superfície celular do receptor de quimiocina CXCR3 (BOOTH et al., 2002; 

CHEN et al., 2004), conhecido por estar expresso em vários tipos de células, tais como 

células T CD4+ e CD8+ ativadas e de memória, células NK, algumas populações de células 

dendríticas, células endoteliais, macrófagos e células B (VESTER et al., 1999; RITTER; 

MOLL, 2000; COLVIN et al., 2004; MOHAN et al., 2005). 

Na LV, algumas quimiocinas e receptores de quimiocinas têm um papel relevante 

no desenvolvimento da resposta Th1, pois a supressão destas quimiocinas influencia nos 

níveis de IFN-γ produzidos por células T. As quimiocinas também estão implicadas na 

amplificação da resposta inflamatória por célula T, importante para a resposta protetora do 

hospedeiro na LV (COTTERELL; ENGWERDA; KAYE, 1999). 

Camundongos BALB/c submetidos à infecção por L. donovani sofrem uma 

acumulação hepática rápida de CCL2, CCL3 e CXCL10 após a infecção (COTTERELL; 

ENGWERDA; KAYE, 1999). No entanto, somente a expressão de CXCL10, amplificada por 

células T, permanece alta durante a fase final, e isso é essencial para permitir formação de 

granulomas no fígado. Células monocíticas atraídas por CCL2 e CCL3, seguindo por 

estimulação de IFN-γ, poderiam ser a fonte de quimiocinas mobilizadas por Th1, tais como 

CXCL10 (FARBER, 1997).  

Ao contrário das células do fígado, células do baço de camundongos BALB/c 

infectados por L. infantum produzem citocinas, tanto do tipo Th1 como Th2, com a resposta 

do tipo Th2 sendo dominante. Isto é compatível com a expressão sustentada de CCL2 em vez 

de CXCL10, mostrando deste modo que existe um influxo de macrófagos em vez de células T 

no baço (ROUSSEAU et al., 2001). Embora esse não seja o único mecanismo, mas explica, 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Monocyte&usg=ALkJrhgnkMTrAsZcvxnKv4ph7XGdk9blBA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Macrophage&usg=ALkJrhhjQY-Gx7uBwKGWhw1rmslMBTHbSQ
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/T_cell&usg=ALkJrhh7UciwQ8cLqLhmaCMKVotdM8zrFw
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/NK_cells&usg=ALkJrhiw9-Ji8Vz_TVim7GMQcSGEYdJb_g
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/T_cell&usg=ALkJrhh7UciwQ8cLqLhmaCMKVotdM8zrFw
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Endothelial_cell&usg=ALkJrhity6qEoFLKJPam9ZXkPbapH8HtZg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Angiogenesis&usg=ALkJrhiEqO2IlcN7F8rZUsCelqc5W0M3vA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Chemokine_receptor&usg=ALkJrhiJEdYdUqjPCZQQtIW9qTzoIQ-ang
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/CXCR3&usg=ALkJrhjS9zUuoxWpZzoMkXefFgIBueX4Rw
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em parte, porque o fígado normalmente controla a infecção, enquanto que no baço os 

parasitos persistem (KAYE et al., 1994).  

CXCL10 tem sido relatada como uma quimiocina atuante na resposta protetora 

contra L. donovani, induzindo uma resposta celular tipo Th1, por meio da regulação da via de 

mediadores inflamatórios, como NO e citocinas proinflamatórias (GUPTA et al, 2011). 

Alguns trabalhos mostraram que a injeção de CXCL10 em camundongos BALB/c infectados 

com L. major promove um forte recrutamento e ativação de células NK (VESTER et al, 1999; 

MULLER et al, 2001). Outro estudo em camundongos BALB/c infectados com L. 

amazonensis e tratados com CXCL10 demonstrou que o tamanho da lesão e a carga 

parasitária diminuem, e isso foi mediado por IFN-γ, IL-12 e NO (VASQUEZ; SOONG, 

2006). 

 

1.8 Tratamento 

 

Os medicamentos de primeira escolha disponíveis para o tratamento das 

leishmanioses (visceral e tegumentar) são os antimoniais pentavalentes - estibogluconato de 

sódio (Pentostam®), comercializados nos Estados Unidos e Europa; e antimoniato de 

meglumina (Glucantime®), utilizado na América Latina e África. Esses fármacos vêm sendo 

utilizados como tratamento contra as leishmanioses desde 1940 (AMATO et al., 2008; 

KALANTARI, et al., 2014), com eficácia em torno de 85% (AREVALO et al., 2007) e 

algumas vantagens, como a rápida eliminação renal e a limitada acumulação nos tecidos 

(BERMAN, 1997; BLUM et al., 2004). Esses medicamentos provocam regressão rápida das 

manifestações clínicas e hematológicas da doença, mas não provocam a morte do parasito 

(BERMAN; WYLER, 1980).  

Os antimoniais apresentam, contudo, várias inconveniências que incluem dor no 

local da injeção, artralgia e mialgias, toxicidade cardíaca, e em alguns casos, insuficiências 

hepática e renal. Efeitos colaterais como nefrites, distúrbios gastrintestinais, cardiovasculares 

e respiratórios têm sido observados (ROBERTS; MCMURRAY; RAINEY,1998; AMATO et 

al., 2008). Estes fármacos requerem tratamento prolongado e apresentam custo elevado 

(RATH et al., 2003). Verifica-se, com frequência, o abandono do tratamento, ou uso de 

subdosagem, o que tem acarretado o surgimento de cepas resistentes ao tratamento com 

antimoniais, sendo atualmente um dos maiores problemas do tratamento com os antimoniais 

(BLUM et al., 2004; CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kalantari%20H%5Bauth%5D
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Glucantime® tem sido eficaz no tratamento de leishmaniose cutânea, 

mucocutânea e visceral, mas nos últimos anos, devido às baixas dosagens e tratamentos 

descontínuos, começaram a ocorrer falhas na terapia e consequente aumento de formas 

resistentes do parasito ao antimônio, este último sendo um dos maiores problemas atuais 

(BALANA-FOUCE et al. ,1998; TORRES et al., 2013).  

A OMS preconiza que as doses de antimoniais não devem ultrapassar 20 

mg/kg/dia e nem o limite de 850 mg/dia de antimônio, devido à sua elevada toxicidade. Após 

administração endovenosa ou intramuscular, Glucantime® é rapidamente absorvido e, 

praticamente, 90% do antimônio é excretado nas primeiras 48 horas pelos rins. Em 

consequência, faz-se necessária a administração de doses elevadas do fármaco, em regime 

contínuo, para garantir um elevado teor de antimônio nos tecidos e, assim, obter a eficácia do 

tratamento (ROBERTS; MCMURRAY; RAINEY, 1998). 

As referências científicas citadas no Manual de Normas e Condutas do Ministério 

da Saúde (BRASIL, 2006) mostram que existem comorbidades que contraindicam o uso de 

Glucantime®, tais como cardiopatias, doença renal ou hepática. Nesses casos, o fármaco de 

primeira escolha deverá ser outro. Desvantagens ao uso do Glucantime®, como a resistência 

ao medicamento, administração intramuscular e efeitos colaterais transitórios, e algumas 

vezes letais em pacientes portadores de doenças renais, hepáticas, cardíacas, pancreatite e 

pneumonia, são relatados há décadas na literatura. Entretanto, o baixo custo é um fator 

importante para que este fármaco seja a primeira escolha em regiões endêmicas mundiais, 

inclusive no Brasil (MALTEZOU, 2010). 

Antimoniais pentavalentes são geralmente 10 vezes menos tóxicos em células de 

mamíferos, quando comparados aos antimoniais trivalentes (tártaro emético), utilizados 

primeiramente por Gaspar Vianna, em 1912. Em determinados casos, além de destruir o 

parasito, o medicamento acaba por levar o paciente ao óbito. O antimônio ainda pode ser 

detectado no cabelo do paciente tratado com antimoniais pentavalentes após um ano do 

término do tratamento (DOREA et al, 1987). 

Outras alternativas de tratamento que foram estudadas e testadas são os 

imunomoduladores, como as citocinas IFN-γ, GM-CSF e IL-12. Em um estudo feito com 

pacientes infectados com leishmaniose visceral, IFN-γ apresentou o efeito de aumentar a 

morte das leishmanias, resposta que é mediada pela ativação de células T que desencadeia a 

produção de IFN-γ, aumentando a capacidade do macrófago de eliminar patógenos 

intracelulares (BADARO et al., 1990). A terapia combinada de IFN-γ e o antimônio 

pentavalente apresentou taxas mais fortes de cura parasitológica e clínica em pacientes com 
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LV (principalmente crianças) do Brasil, Quênia e Índia, em comparação com o fármaco 

sozinho, mas, infelizmente, esses estudos apresentaram várias limitações, entre os efeitos 

colaterais da citocina  (SUNDAR et al., 1997; ADRIAENSEN, 2017). 

Em relação ao GM-CSF, a justificativa para explorar esta citocina como agente 

imunoterapêutico deriva de efeitos documentados, como a mobilização de monócitos, a 

ativação de macrófagos, a produção de citocinas proinflamatórias e a melhora da neutropenia 

(MURREY et al., 1995; ADRIAENSEN, 2017). GM-CSF foi testado como imunoterapia para 

tratar pacientes com leishmaniose mucocutânea (LMC) com histórico de falha por antimônio 

e mostrou-se bastante seguro e promissor para tratar LMC refratária ao antimônio (BADARÓ 

et al., 2006).   

Outros estudos mostram também a eficácia terapêutica de IL-12 como tratamento 

quando administrado no início ou próximo do início da infecção causada por L. major, 

Toxoplasma gondii ou Cryptococcus neoformans. O tratamento com IL-12 induz uma 

atividade antimicrobiana protetora (MURRAY; HARIPRASHAD, 1995; ADRIAENSEN, 

2017). 

Os recentes relatos de resistência ao antimônio em pacientes com leishmaniose em 

várias partes do mundo têm comprometido fortemente a habilidade de controlar a doença 

(CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Além disso, a resistência aos antimoniais pode 

significar uma situação alarmante frente ao aumento dos casos de coinfecção com HIV 

(OUELLETTE et al., 2004). Portanto, novos tratamentos contra as leishmanioses ou 

estratégias para melhorar a segurança e eficácia dos fármacos correntes continuam 

extremamente necessários e justificáveis. 
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2 JUSTIFICATIVA  

 

Dentre as doenças negligenciadas, com alta taxa de incidência e mortalidade, 

destaca-se a leishmaniose como grave problema de saúde pública, no Brasil e em outros 

países em desenvolvimento. Estima-se que em torno de 1,5 milhões de novos casos de 

leishmaniose cutânea e 500 mil de leishmaniose visceral surgem a cada ano. 

Entre os mais utilizados fármacos disponíveis para tratar a leishmaniose visceral, 

estão os antimoniais pentavalentes (Glucantime® e Pentostam®). Entretanto, apesar de 

apresentarem eficácia na maioria dos casos, possuem várias inconveniências, como a via de 

administração (intramuscular ou endovenosa), a ocorrência de falha terapêutica, tratamento 

prolongado (mais de 30 dias), efeitos colaterais graves (incluindo toxicidades cardíaca, 

hepática e renal) e o aparecimento de cepas de Leishmania resistentes ao tratamento, o que é 

um dos maiores problemas na atualidade para o tratamento das leishmanioses. 

A administração de citocinas como adjuvante no tratamento das leishmanioses já 

tem sido relatada na literatura, e mais recentemente, a administração de quimiocinas tem 

mostrado resultados promissores em modelos experimentais de leishmaniose, tanto na forma 

tegumentar, como na visceral. A proposta deste trabalho é verificar o efeito in vitro da 

associação da quimiocina CXCL10 com Glucantime®, na infecção de macrófagos RAW 

264.7  por cepa de L. infantum, baseia-se no conhecimento de que esta quimiocina favorece o 

recrutamento e a ativação de células polarizadas para Th1, além de ativar células NK, 

macrófagos e células dendríticas, células cruciais para a resposta imunológica às 

leishmanioses, podendo, portanto, auxiliar de forma mais eficaz na resposta terapêutica do 

antimonial. 

Diante do exposto e considerando a fisiopatologia da leishmaniose visceral, onde, 

dentre outros aspectos, a inflamação e o sistema imunológico possuem um papel fundamental, 

percebe-se a importância de se investir em novas abordagens. A abordagem deste trabalho 

pode fornecer, portanto, novas informações para o desenvolvimento de futuras intervenções 

terapêuticas na leishmaniose visceral, utilizando CXCL10 como adjuvante, associado ou não 

aos antimoniais pentavalentes, contribuindo de forma significativa para o desenvolvimento 

científico e estudos em uma área de grande importância para a saúde pública. 
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3 OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo geral 

 

Verificar o efeito do tratamento com a quimiocina CXCL10 isolada ou associada 

ao Glucantime® em macrófagos RAW 264.7 infectados com Leishmania infantum.  

 

3.2 Objetivos específicos  

 

1. Determinar a carga parasitária em macrófagos RAW 264.7 infectados com L. infantum;  

2. Avaliar a concentração de óxido nítrico e das citocinas IL-12, TNF-α, IL-4 e IL-10, no 

sobrenadante de cultura de macrófagos RAW 264.7 infectados com L. infantum; 

3. Comparar o efeito do tratamento com CXCL10 isolado ou associado com Glucantime®, 

em macrófagos RAW 264.7 infectados com L. infantum.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 Desenho experimental 

Figura 4 – Desenho experimental 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

4.2 Reagentes e meios de cultura  

 

 CXCL10 recombinante de camundongo (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). 

Reconstituído com água ultrapura (Invitrogen, Life Technologies, Grand Island, NY, 

USA) na concentração de 1 mg/mL. Alíquotas de 10 µg/mL foram conservadas a -20°C 

até o uso. Para os experimentos, alíquotas de 10 µg/mL  foram diluídas com RPMI para as 

concentrações de 25, 50 e 100 ng/mL. 

 Meio Schneider (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Suplementado com 20% de soro bovino 

fetal (SBF – Gibco, Grand Island, NY), urina humana estéril a 2% e antibióticos (100 

U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina; Sigma-Aldrich). É mencionado, neste 

trabalho como Schneider suplementado, o meio contendo os componentes conforme 

descrito acima, e como Schneider, aquele utilizado sem suplementos. 

(1: 10) 
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 Meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich). Suplementado com 20% de SBF, 50 µM de 2-

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

µg/mL de estreptomicina). É mencionado neste trabalho como RPMI suplementado, o 

meio contendo todos os componentes acima, e como RPMI, aquele utilizado sem 

suplementos. 

 Meio Neal, Novy & Nicolle (N.N.N). Meio ágar-base com sangue a 10%, foi 

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

de estreptomicina). 

 

 

4.3 Parasito  

 

A cepa de L. infantum (Ba-262) foi isolada na Bahia, de paciente com 

leishmaniose visceral, e gentilmente cedida pela Dra. Aldina Barral (FIOCRUZ-BA). Os 

parasitos foram cultivados in vitro a 25°C em tubos de ensaio contendo meio N.N.N. e meio 

Schneider suplementado (Sigma-Aldrich). Para os experimentos, foram utilizadas 

promastigotas até a 5 ª passagem de cultivo. As promastigotas foram submetidas a três ciclos 

de lavagem com salina estéril, com centrifugação a 3.000 rpm, por 15 min a 4 ºC e ajustadas 

com meio RPMI para as concentrações desejadas em cada experimento. A viabilidade dos 

parasitos foi analisada pela motilidade dos mesmos ao microscópio óptico. 

 

 

4.4 Isolamento, cultura, infecção e tratamento de macrófagos 

 

Macrófagos da linhagem RAW 264.7 foram submetidos à centrifugação de 1.500 

rpm, por 15 min, a 5 ºC, e a suspensão de células foi ajustada em meio RPMI suplementado. 

Em seguida, as células foram distribuídas em placas de culturas de 24 poços, cada poço 

contendo uma lamínula de vidro redonda de 23 milímetros, na concentração de 1x10
6
 

células/poço. Os macrófagos foram incubados por 48 h em estufa com 5% de CO2 a 37 
0
C e 

95% de umidade. As células não aderidas foram removidas através de 3 lavagens com RPMI 

morno (37 
0
C) e cultivadas com meio RPMI suplementado na ausência ou presença de L. 

infantum, em uma proporção de 10 parasitos para 1 célula (10:1) por 12 horas, tempo 

suficiente para ocorrer a infecção. Os parasitos extracelulares foram removidos por lavagem 

(3 vezes) com RPMI (37 
0
C). Após esse período, as células foram tratadas com 16 mg/mL de 
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antimônio pentavalente (Glucantime®) e CXCL10 (25, 50 e 100 ng/mL) (VASQUEZ; 

SOONG, 2006), em seguida, foram cultivadas durante 24 e 48 horas a 37 
0
C, 5% CO2 e 95% 

de umidade. Os sobrenadantes das culturas foram coletados com 24 e 48 horas para a 

dosagem de NO e citocinas (Figura 4). 

 

4.5 Determinação da taxa de infecção dos macrófagos 

 

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

células foram lavadas com salina, e em seguida, fixadas e coradas com meio Geimsa (Sigma-

Aldrich). As lamínulas coradas foram montadas em lâminas e examinadas em microscopia 

óptica a uma ampliação de 1000 vezes em óleo de imersão. Três áreas de 50 células cada uma 

foram examinadas e o número de macrófagos infectados/50 células foi determinado. 

 

4.6 Dosagem de citocinas 

 

A concentração das citocinas IL-4, IL-10, TNF-α e IL-12 nos sobrenadantes 

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

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

cultura de 96 poços, fundo chato (Nunc), foram sensibilizadas com o anticorpo de captura 

anti-citocina purificado na concentração determinada por 12 a 18 horas (dependendo da 

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

Tween 20 a 0,05%), e em seguida foi realizado bloqueio com soro bovino fetal (SBF 10%) 

em PBS (Solução-tampão fosfato), seguido de incubação por 1 hora à temperatura ambiente. 

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

e, em seguida, a placa foi incubada novamente por 2 horas ou por uma noite à temperatura 

ambiente, este tempo dependendo da citocina testada. Após lavagem com PBS + Tween 20, a 

placa foi incubada por mais 1 hora com o anticorpo de detecção conjugado à enzima 

peroxidase. Após isso, a placa passou por nova lavagem e o substrato foi adicionado. A placa 

foi incubada por 30 minutos, à temperatura ambiente e protegida da luz. A reação foi 

finalizada com ácido fosfórico (1:20) e a leitura realizada em leitor de ELISA (Molecular 

DevicesCorp.; Sunnyvale, CA, USA), usando filtro de 450nm. Os resultados foram analisados 

utilizando-se o programa Softmax PRO (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).  
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4.7 Dosagem de óxido nítrico (NO) 

 

Sobrenadantes da cultura de macrófagos foram testados para detectar a liberação 

de NO sob a forma de nitrito (NO2) pela reação de Griess (GREEN et al., 1990). Os 

sobrenadantes em duplicata foram incubados com o reagente de Griess (1:1 v/v), recém-

preparado, por 10 minutos à temperatura ambiente. A absorbância foi medida em 

espectrofotômetro a 540 nm e a concentração de NO2 determinada usando uma curva padrão 

de nitrito de sódio e expressa como µmol/mL. Como controle, foi adicionado um branco para 

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

 

4.8 Análise estatística 

 

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

foi aplicado o teste de normalidade e como houve distribuição normal, foi utilizado o teste 

Mann-Whitney. Para as comparações entre múltiplos grupos foi realizado o teste one-way 

ANOVA, seguido pelo post-test Tukey. Para todas as análises foi utilizado o Programa 

GraphPad Prism versão 7,0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Em 

todos os testes, a significância mínima foi aceita quando p< 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação da infecção de macrófagos por Leishmania infantum in vitro tratados com 

CXCL10 associado ou não a Glucantime® 

 

Os resultados mostraram que, com 24 horas, o tratamento com CXCL10 resultou 

em uma significante diminuição da infecção dos macrófagos nas concentrações de 50 ng/mL 

(70,3%) e 100 ng/mL (74,0%), quando comparado ao Glucantime® (50,4%) (Gráfico 1A). 

Com 48 horas,  foi observado que CXCL10, nas concentrações de 50ng/mL (70%) e 

100ng/mL (72,6%), manteve a redução no número de parasitos intracelulares, quando 

comparado ao Glucantime® (Gráfico 1B). 

 

Gráfico 1 − Carga parasitária em macrófagos RAW 264.7 infectados com Leishmania 

infantum e tratados com CXCL10 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Macrófagos RAW 264.7 foram infectados com promastigotas de L. infantum e após 

12 horas de infecção as células foram tratadas in vitro com CXCL10 (25, 50 e 100 ng/mL). Após 24h (A) e 48h 

(B) de incubação, o número de amastigotas por 50 macrófagos foi determinado em microscópio óptico. Os dados 

representam a média aritmética ± erro padrão da média de 2 experimentos independentes. LEGENDA: Mɸ = 

Macrófagos infectados com L. infantum sem tratamento. ANOVA, post-test Tukey. 
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A associação de CXCL10 + Glucantime®, com 24 horas, apresentou também a 

capacidade de redução da carga parasitária observada para CXCL10 sozinho na concentração 

de 100 ng/mL (75,0%), e nas concentrações de 25 ng/mL e 50 ng/mL obteve respostas 

semelhantes na redução da carga parasitária, com diminuição intracelular em ambas de 68%, 

apesar de não haver significância em relação a Glucantime® (50,4%).  

Com 48 horas, a associação de CXCL10 + Glucantime® manteve a redução de 

parasitos, com todas as concentrações induzindo redução significativa, quando comparado a 

Glucantime® (Gráfico 2B). 

 

Gráfico 2− Carga parasitária em macrófagos RAW 264.7 infectados com Leishmania 

infantum e tratados com a associação de CXCL10+ Glucantime® 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Macrófagos RAW 264.7 foram infectados com promastigotas de L. infantum e após 

12 horas de infecção, as células foram tratadas in vitro com a associação de Glucantime® (16 mg/mL) + 

CXCL10 nas concentrações de 25, 50 e 100 ng/mL. Após 24h (A) e 48h (B) de incubação, o número de 

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

aritmética ± erro padrão da média de 2 independentes experimentos. LEGENDA: Mɸ = Macrófagos infectados 

com L. infantum sem tratamento; GLU = Glucantime®. ANOVA, post-test Tukey. 
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5.2 Produção de oxido nítrico por macrófagos infectados por Leishmania infantum in 

vitro tratados com CXCL10 associado ou não a Glucantime® 

 

Observou-se nas amostras onde CXCL10 foi utilizado que, com 24 horas, a 

produção de NO apresentou-se com uma produção variando entre 79 µmol/L a 282,3 µmol/L, 

produção menor do que a induzida por Glucantime® (391,5 µmol/L). Observou-se ainda que 

a medida que a concentração da quimiocina aumentou a produção de NO também foi maior 

(Gráfico 3A). 

Com 48 horas, observou-se redução significativa da produção de NO nas amostras 

tratadas com CXCL10, nas três concentrações (25, 50 e 100 ng/mL). CXCL10 obteve médias 

de produção variando entre 52,0 µmol/L a 164,0 µmol/L, ainda prevalecendo uma maior 

produção de NO quando as células foram tratadas com Glucantime® (346,7 µmol/L) (Gráfico 

3B). 

 

Gráfico 3 − Produção de óxido nítrico por macrófagos RAW 264.7 infectados com 

Leishmania infantum e tratados com CXCL10 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Macrófagos RAW 264.7 foram infectados com L. infantum e após 12 horas de 

infecção as células foram tratadas in vitro com CXCL10 nas concentrações de 25, 50 e 100 ng/mL e 

Glucantime® (16 mg/mL). Os sobrenadantes das culturas foram coletados com 24 horas (A) e 48 horas (B) para 

a dosagem de Nitrito. Os dados representam a média aritmética ± erro padrão da média de 2 independentes 

experimentos. LEGENDA: Mɸ = Macrófagos; NI = Não Infectados; L = Leishmania infantum. ANOVA post-

test Tukey. 
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Analisando a associação de CXCL10+Glucantime®, comparada com 

Glucantime® sozinho, tanto no período de 24 horas, quanto no de 48 horas (ambos com 

redução significante apenas na concentração de 100 ng/mL de CXCL10), observou-se que, ao 

contrário do que foi observado com o tratamento apenas com CXCL10,  ao aumentar a 

concentração de CXCL10 na associação com Glucantime®, a produção de NO diminuiu 

(Gráfico 4).  

Com 24 horas, o tratamento com CXCL10+Glucantime®, na concentração de 100 

ng/mL, induziu uma redução de NO significante tanto em relação a concentração de 25 ng/mL 

quanto de 50 ng/mL (Gráfico 4A). Com 48 horas, as amostras se comportaram como no 

primeiro tempo avaliado, com redução na produção de NO, tendo Glucantime® como o maior 

indutor de NO (346,7 µmol/L). Na concentração de 100ng/mL de CXCL10, a redução foi 

significativa comparada com a menor concentração de CXCL10 (25 ng/mL) (Gráfico 4B). 

 

Gráfico 4  − Produção de óxido nítrico por macrófagos RAW 264.7 infectados com 

Leishmania infantum e tratados com a associação de CXCL10+Glucantime® 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Macrófagos RAW 264.7 foram infectados com L. infantum e após 12 horas de 

infecção as células foram tratadas in vitro com a associação de Glucantime® (16 mg/mL) + CXCL10 nas 

concentrações de 25, 50 e 100 ng/mL, e Glucantime (16 mg/mL). Os sobrenadantes das culturas foram coletados 

com 24 horas (A) e 48 horas (B) para a dosagem de Nitrito. Os dados representam a média aritmética ± erro 

padrão da média de 2 independentes experimentos. LEGENDA: Mɸ = Macrófagos; NI = Não Infectados; L = 

Leishmania infantum; GLU = Glucantime®. ANOVA, post-test Tukey. 
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5.3 Produção de citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias em sobrenadante de 

macrófagos infectados com L. infantum e tratados com CXCL10 associado ou não a 

Glucantime® 

A concentração de 50 ng/mL foi escolhida para ser utilizada para os experimentos 

das dosagens das citocinas com base nos resultados prévios da carga parasitária e produção de 

NO. Foram avaliadas as concentrações de IL-12, TNF-α, IL-4 e IL-10 nos sobrenadantes 

colhidos após 24 horas e 48 horas de cultura (Gráfico 5).  

Com relação as citocinas inflamatórias, IL-12 e TNF-α, observou-se que CXCL10 

sozinho induziu maior concentração de IL-12 após 48 horas (p=0,0002), além disso, a 

concentração de IL-12 foi também significante quando comparada com Glucantime® (24h, 

p=0,049) (Gráfico 5A). A associação CXCL10+Glucantime® também apresentou indução 

importante da secreção de IL-12, com significância em relação ao tratamento com 

Glucantime®, após 24 horas (p=0,017) (Gráfico 5A). CXCL10 sozinho induziu uma 

produção significante de TNF-α com 48 horas (p=0,045), assim também como a associação 

CXCL10+Glucantime®  (p=0,040). Vale ressaltar que um aumento significativo na produção 

de TNF-α foi também observado no tratamento com CXCL10, quando comprado com 

Glucantime®, tanto com 24 horas (p=0,018), como com 48 horas (p=0,0012) (Gráfico 5B).     

Com relação as citocinas anti-inflamatórias, IL-4 e IL-10, após 24 horas, foi 

possível observar que CXCL10 promoveu uma redução significante na secreção de IL-4, tanto 

com 24 horas (p=0,021), como com 48 horas (p=0,035) quando comparado ao tratamento com 

Glucantime® (Gráfico 5C). A associação CXCL10+Glucantime® induziu uma redução 

significante na concentração de IL-4 após 48 horas (p=0,046) (Gráfico 5C). CXCL10 sozinho 

também inibiu a secreção de IL-10 com 24 horas (p=0,045) e 48 horas (p=0,049), quando 

comprado a Glucantime® (Gráfico 5D). O tratamento com a associação 

CXCL10+Glucantime® também mostrou uma redução na concentração de IL-10, comparado 

com Glucantime®, embora não tenha sido estatisticamente significante (Gráfico 5D).   
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Gráfico 5 − Produção de IL-12, TNF- α, IL-4 e IL-10 por macrófagos RAW 264.7 infectados 

com Leishmania infantum e tratados com CXCL10 associado ou não a Glucantime® 

 

Fonte: Macrófagos RAW 264.7 foram infectados com L. infantum e após 12 horas de infecção as células foram 

tratadas in vitro com CXCL10 (50 ng/mL), com Glucantime (16 mg/mL), ou com a associação de CXCL10 

(50ng/mL) + Glucantime® (16 mg/mL). Os sobrenadantes das culturas foram coletados com 24 horas (□) e 48 

horas (■) para a dosagem de IL-12, TNF-α, IL-4 e IL-10. Os dados representam a média aritmética ± erro 

padrão da média de 2 independentes experimentos. LEGENDA: Mɸ = Macrófagos; NI = Não Infectados; L = 

Leishmania infantum; GLU = Glucantime®; CXC = CXCL10. ANOVA, post-test Tukey. 
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6 DISCUSSÃO  

 

As leishmanias suportam o compartimento hostil e tóxico de fagolisossomos de 

macrófagos por evasão e atenuação das funções microbicidas do hospedeiro (CECILIO et al., 

2014). Leishmania tem evoluído como um parasito bem-sucedido, principalmente pela sua 

capacidade em modular a resposta imunológica e citoquímica do hospedeiro após a infecção. 

A estratégia chave para o sucesso da patogênese é a de subverter a ação das substâncias 

microbicidas, como o óxido nítrico, produzidas pelo macrófago infectado. Este parasito 

estabelece, assim, um nicho seguro nos fagócitos inativados e um parasitismo descontrolado 

no fígado, no baço e na medula óssea, levando a um quadro de LV sintomática, caracterizada 

principalmente por febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia e anemia (PALATNIK-DE-

SOUSA, 2012).  

Neste trabalho, foi avaliado o potencial da associação da quimiocina CXCL10 

com Glucantime® em controlar a infecção causada por L. infantum, utilizando um modelo in 

vitro. Trabalhos anteriores têm mostrado que o tratamento com quimiocinas é promissor no 

combate à infecção por Leishmania, justificado pela capacidade que algumas quimiocinas têm 

em induzir a polarização da resposta celular para o perfil Th1, que pode levar ao controle da 

infecção (DEY et al, 2007; GUPTA et al, 2009).  

No presente estudo, foi observado que tanto CXCL10 como a associação 

CXCL10+Glucantime®, nas três concentrações utilizadas, mostrou importante redução da 

carga parasitária dos macrófagos infectados, com diminuição maior na concentração de 

100ng/mL, 74,0% e 75,0%, respectivamente, sendo essa redução maior do que aquela 

induzida por Glucantime® (50,4%). Uma análise da expressão de quimiocinas em amostras 

de pele de cães naturalmente infectados com L. infantum demonstrou densidade aumentada do 

parasito e uma correlação positiva com algumas quimiocinas, entre elas, CXCL10 

(MENEZES-SOUZA et al., 2012). Estudo envolvendo cães que são naturalmente ou 

experimentalmente infectados com L. infantum demonstrou que os animais apresentavam 

CXCL10 altamente expresso no baço, levando a uma resposta imunológica do tipo Th1 

(STRAUSS-AYALI; BANETH; JAFFE, 2007). Foi descrito que pacientes com LV 

apresentam concentrações elevadas de CXCL10 e CXCL9 no seu soro, durante a infecção 

ativa, sugerindo que estas quimiocinas desempenham um papel importante, juntamente com 

IFN-γ no controle da infecção (HAILU et al., 2004).  

O provável mecanismo efetor da redução parasitária observada no presente 

trabalho pode estar relacionado à ativação de macrófagos induzida por CXCL10, com 
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eventual produção de NO, substância que controla a destruição dos parasitos nos macrófagos 

ativados, uma vez que tem sido relatado que algumas quimiocinas como CCL2 e CXCL10 

podem ativar macrófagos, que assim participam efetivamente da redução no número de 

parasitos intracelulares (Ritter & Moll, 2000).  

Neste trabalho, a produção de NO aumentou consideravelmente em macrófagos 

infectados e tratados com CXCL10, em comparação àqueles infectados e não tratados. 

Estudos têm mostrado que, em modelos murinos de infecção com L. major, IFN-γ apresenta 

ação sinérgica com TNF-α, e juntas, estas citocinas ativam macrófagos, levando ao aumento 

da expressão de iNOS – óxido nítrico sintase induzível, enzima que catalisa a síntese de NO a 

partir da arginina, um potente agente microbicida que leva à morte de parasitos intracelulares 

e outros microorganismos (LIEW; WEI; PROUDFOOT, 1997; BOGDAN; ROLLINGHOFF; 

DIEFENBACH, 2000). Mais recentemente, há trabalhos mostrando que algumas espécies de 

Leishmania são resistentes à ação microbicida de NO, como alguns isolados de L. 

braziliensis, que exibiram significante crescimento intracelular mesmo na presença de LPS e 

IFN-γ, substâncias que usualmente ativam macrófagos (SOUZA et al., 2010).  

Por outro lado, a associação de CXCL10+Glucantime® não induziu a produção 

de NO em macrófagos em níveis comparáveis aqueles observados no grupo tratado apenas 

com Glucantime®. Apesar disso, foi observada redução da carga parasitária, mesmo com 

pouca indução de NO, o que pode sugerir que, no presente trabalho, a redução de parasitos in 

vitro não depende exclusivamente de NO, apontando para a participação de outros mediadores 

na redução dos parasitos intracelulares. Há relatos de que outros produtos do metabolismo do 

oxigênio estão envolvidos na explosão respiratória em macrófagos murinos ativados, como o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e o ânion superóxido (O2-), colaborando com a eliminação dos 

parasitos (VAN ASSCHE et al., 2011). 

Foi observado também que a medida que a concentração de CXCL10 foi 

aumentada na associação com Glucantime®, ocorreu redução da produção de NO. Esses 

dados levantam duas hipóteses, a primeira de que a associação CXCL10+ Glucantime® talvez 

esteja causando inibição da produção de NO, e a segunda de que, talvez as concentrações 

usadas nas associações já atingiram seu efeito máximo. Na literatura não foi encontrada 

referências de que ocorra a inibição do efeito da associação de Glucantime® com outros 

fármacos ou citocinas, portanto, a segunda hipótese parece a mais plausível. Outros 

experimentos utilizando concentrações menores de Glucantime® poderiam esclarecer esse 

achado. 
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A análise das citocinas mostrou que CXCL10, associada ou não a Glucantime® 

induziu maior produção de IL-12. Dados da literatura mostram que a carga parasitária pode 

diminuir em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis e tratados com CXCL10, 

e isso é mediado por IFN-γ, IL-12 e NO (VASQUEZ; SOONG, 2006). IL-12 é uma citocina 

crítica, necessário para desenvolvimento de células CD4 + Th1 e produção de IFN-γ. Embora 

macrófagos fagocitem a Leishmania de modo eficiente, há evidências de que a sua capacidade 

de produzir IL-12 é prejudicada seletivamente pelos parasitos. Além disso, os macrófagos 

ativados produzem também TNF, que atua de uma maneira autócrina para aumentar ainda 

mais a produção de radicais livres microbicidas por macrófagos (LIU; UZONNA., 2012). 

Corroborando com a resposta protetora representada pelo aumento da produção 

de NO, o tratamento com CXCL10 e sua associação com Glucantime® induziram 

diminuição significativa de IL-10, citocina anti-inflamatória e presente em altos níveis na 

fase ativa da doença, e CXCL10 sozinho induziu também redução de IL-4, citocina de 

assinatura da resposta de perfil Th2, sugerindo um papel de CXCL10 na mediação da 

polarização da resposta imunológica; de Th2 para Th1, em macrófagos infectados com L. 

infantum.  

O estabelecimento da leishmaniose tem sido relacionado à polarização de resposta 

de células T CD4
+
 subtipo Th2. Camundongos BALB/c infectados com L. major se mostram 

incapazes de controlar a disseminação do parasito e o desenvolvimento da doença acaba 

levando o animal à morte. Esta incapacidade de controlar a doença está relacionada com a 

resposta precoce do tipo Th2, que se inicia e se mantém a partir de células T CD4
+
 secretoras 

de IL-4, resultando em ativação de células B policlonais (CHATELAIN; VARKILA; 

COFFMAN,1992).  

A aparente cura da infecção por L. major em camundongos BALB/c tratados 

durante o curso da infecção com anticorpos monoclonais anti-IL-4 (SADICK, 1990) ou em 

camundongos knockout para IL-4 (KOPF et al., 1996), fornecem sólidas evidências de que a 

produção precoce de IL-4 polariza a resposta imunológica para Th2, que é responsável por 

suprimir o desenvolvimento de células Th1 e por consequência também, o nível de IFN-γ 

necessário para a ativação de macrófagos infectados. Entretanto, em pacientes portadores de 

LV, há um aumento no nível de produção de múltiplas citocinas e quimiocinas, e muito da 

resposta parece ser pró-inflamatória, como é indicado pelo elevado nível plasmático de IL-1, 

IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, CXCL10, IFN-γ e TNF-α (MEDEIROS et al., 1998; ANSARI et al., 

2006; KURKJIAN et al., 2006).  
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IL-10 é outra citocina produzida por macrófagos que contribui para a 

sobrevivência de Leishmania nestas células, relacionada como um dos fatores mais 

importantes para a patogênese da LV. IL-10 inibe a síntese de citocinas produzidas por 

macrófagos, tais como IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α (DE WALL et al., 1991) e reduz a função 

de apresentação de antígenos nestas células, através da diminuição da expressão de moléculas 

de MHC classe II (DE WALL et al., 1991). A associação de IL-10 e LV em seres humanos 

com doença ativa é bem estabelecida (NYLEN, 2007). IL-10 é uma citocina regulatória que 

pode ser produzida também por células T, B, células dendríticas e epiteliais, e acredita-se que 

seja induzida como uma resposta de equilíbrio homeostático que protege tecidos de dano 

colateral causado por inflamação excessiva (MOORE et al., 2001; MEGE et al., 2006).  

Na LV, a imunossupressão mediada por citocinas está relacionada com a alta 

produção de IL-10 e TGF-β (MURRAY et al., 2002). Estudos envolvendo camundongos 

deficientes em IL-10 mostraram que estes são altamente resistente à LV (MURRAY et al., 

2002; KAYE et al., 2004). Esta citocina também prejudica a capacidade de resposta para 

antimônios pentavalentes. Em modelos experimentais de LV, o tratamento com anticorpos 

monoclonais contra o receptor de IL-10 permitiu uma redução de 10 vezes na eficácia da dose 

de antimônios pentavalentes em comparação com o fármaco por si só, bem como considerável 

encurtamento do tempo necessário para uma terapia eficaz (MURRAY et al., 2002; 

SHAKYA et al., 2012).  

No presente estudo, CXCL10 sozinho induziu uma produção significante de TNF-

α com 48 horas, assim também como a associação CXCL10+Glucantime®. Além de IFN-γ, 

TNF-α também está envolvida na ativação de macrófagos e na regulação positiva da 

expressão de iNOS, levando à produção de NO (CECILIO et al., 2011). TNF-α desempenha, 

portanto, o papel de citocina sinalizadora do disparo para o geração de 

NO (BHATTACHARYYA et al., 2002).  Estudos mostram que a produção de altos níveis de 

IFN-γ e TNF-α levam ao controle da infecção (GOMES-SILVA et al., 2007; SCHNORR et 

al., 2012). Os altos níveis de TNF-α favorecem a ativação das células apresentadoras de 

antígeno, aumentando então a capacidade das células T CD4+ de produzirem IFN-γ 

(OLIVEIRA et al., 2014). 

Recentes abordagens como a terapia de combinação, a administração orientada e o 

uso de adjuvantes imunológicos são esforços para reduzir as doses eficazes de fármacos 

disponíveis no mercado e que apresentam altas toxicidades, como os antimoniais 

pentavalentes, entre eles o Glucantime®  (SINGH; SUNDAR, 2014). Estudos com 

quimiocinas in vitro e in vivo demonstraram restauração da resposta efetora, indicando que 

http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0097319#pone.0097319-Green1
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estas moléculas desempenham importante papel em restringir a progressão da infecção por 

Leishmania (DEY et al., 2007). A quimiocina CXCL10, por sua vez, estimula a produção de 

citocinas de perfil Th1 em infecção por L. amazonensis (VASQUEZ; SOONG, 2006) e L. 

infantum (FIGUEIREDO et al., 2017), desempenhado importante papel imunoprotetor em 

modelos in vitro e in vivo de L. donovani e L. infantum, direcionando a resposta imunológica 

para uma resposta efetora pró-inflamatória (GUPTA et al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2017). 

Coletivamente, os dados deste trabalho mostra um importante papel protetor da 

associação da quimiocina CXCL10 com Glucantime®, em macrófagos RAW 264.7 

infectados por L. infantum, proteção esta, mediada por produção de NO e citocinas 

proinflamatórias (IL-12 e TNF-α) e diminuição de citocinas imunorreguladoras (IL-4 e IL-

10). Os dados desse trabalho podem fornecer informações para o desenvolvimento de futuras 

intervenções terapêuticas para a leishmaniose visceral, utilizando CXCL10 como adjuvante, 

associado ou não aos antimoniais pentavalentes. 
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7 CONCLUSÃO  

 

Pode-se concluir que o tratamento in vitro com CXCL10 isolado ou com a associação 

CXCL10+Glucantime® foi capaz de reduzir a carga parasitária dos macrófagos infectados, 

redução essa maior do aquela observada nos macrófagos tratados apenas com Glucantime®, e 

induz aumento na produção de NO, IL-12 e TNF-α e supressão de IL-10 e IL-4, apresentando 

um efeito imunoprotetor em macrófagos RAW 264.7 infectados por L. infantum; 

 

Pode-se sugerir que o tratamento in vitro com CXCL10 isolado ou associado ao Glucantime® 

estimula uma importante resposta efetora pró-inflamatória através da indução da produção de 

citocinas de perfil Th1, o que pode fornecer informações para o desenvolvimento de futuras 

intervenções terapêuticas na leishmaniose visceral, utilizando CXCL10 como adjuvante, 

associado ou não aos antimoniais pentavalentes. 
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