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RESUMO

SIQUEIRA, Larissa Moreira. Modula¢do de macrofagos murinos pelo Glucantime. 2019. 83f.
Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

No Brasil e na maioria dos paises endémicos, os antimoniais pentavalentes, tais como o
Glucantime, sdo usados como terapia de primeira escolha tratamento das leishmanioses.
Embora seu mecanismo de a¢cdo ndo seja completamente esclarecido, sua agdo antiparasitaria
se da principalmente apds redugdo do antimdnio pentavalente (SbV) para trivalente (SbIII)
sobre as formas amastigotas intracelulares de Leishmania spp. O Sblll compromete o
potencial redox levando danos a cadeia respiratoria, e atua sobre a topoisomerase II
danificando o DNA do parasito. Alguns estudos apontam para a a¢do dos antimoniais sobre a
célula hospedeira, mostrando aumento na capacidade fagocitica e na producdo de TNF por
fagocitos. O objetivo deste trabalho foi investigar a capacidade do Glucantime modular a
funcionalidade de macrofagos residentes de peritonio murino. /n vitro avaliamos o efeito do
tratamento direto com Glucantime (0-10 mg/mL) por 24-48h em monocamadas de
macrofagos murinos peritoneais. In vivo, tratamos camundongos swiss por 5 dias
consecutivos com 8 mg de Glucantime pela via intraperitoneal (IP) ou pela via intramuscular
(IM) e obtivemos os macrdofagos peritoneais. Avaliamos nesses macrofagos a sua capacidade
fagocitica (usando beads fluorescentes) e acdo microbicida (amastigotas intracelulares de L.
braziliensis e Trypanosoma cruzi), produgdo de 6xido nitrico (reagente de Griess) e perfil de
citocinas (método CBA). Os resultados mostraram que nas concentra¢des até¢ 20 mg/ml, o
Glucantime nao alterou a viabilidade dos macréfagos in vitro. A capacidade fagocitica e a
producdo de NO ndo foi alterada frente ao tratamento com o Glucantime. Quando
previamente tratados com Glucantime, os macrofagos demonstraram capacidade microbicida
aumentada para 7. cruzi, mas sem correlacdo direta com producdo de NO nas condigdes
testadas. Os macrofagos tratados com Glucantime demonstraram producdo aumentada de
TNF e IL-6, mas apos a infeccdo com L. braziliensis, os niveis de TNF e IL-6 diminuiram,
bem como os niveis de IL-10 de maneira dose-dependente. Entretanto, a razdo TNF/ IL-10
mostrou tendéncia ao perfil inflamatério dos macrofagos estando eles infectados ou ndo. Em
macrofagos oriundos de animais tratados in vivo com Glucantime, tanto IP como IM,
observamos tendéncia ao aumento de citocinas pro-inflamatorias, sendo confirmado pela
razao TNF/IL-10 (p<0,05). Macrofagos oriundos de animais tratados pela via IM,
apresentaram aumento na capacidade microbicida para amastigotas intracelulares tanto de L.
braziliensis (p<0,05) quanto de 7. cruzi (p<0,05), sem correlagdo com producdo de NO nas
condicdes testadas. Esses resultados sugerem que o Glucantime ¢ capaz de modular os
macrofagos para um estado pro-inflamatério que pode contribuir para o efeito antiparasitario
do farmaco.

Palavras-chave: Glucantime. Antimonial pentavalente. Macrofagos peritoneais. Modulagao.



ABSTRACT

SIQUEIRA, Larissa Moreira. Macrophage murine modulation of Glucantime. 2019. 83f. Tese
(Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

In Brazil and in most endemic countries, pentavalent antimonials, such as Glucantime,
are used as first-line treatment for leishmaniasis. Although its mechanism of action is not
fully understood, its antiparasitic action occurs mainly after reduction of pentavalent
antimony (SbV) to trivalent (SbIII) on the intracellular amastigote forms of Leishmania spp.
SbIII compromises the redox potential causing damage to the respiratory chain, and acts on
topoisomerase II, damaging the DNA of the parasite. Some studies point to the action of
antimonials on the host cell, showing an increase in phagocytic capacity and in the production
of TNF by phagocytes. The aim of this study was to investigate the ability of Glucantime to
modulate the functionality of murine peritoneum resident macrophages. In vitro we evaluated
the effect of direct treatment with Glucantime (0-10 mg / mL) for 24-48h on monolayers of
murine peritoneal macrophages. In vivo, we treated Swiss mice for 5 consecutive days with 8
mg of Glucantime intraperitoneally (IP) or intramuscular (IM) and obtained the peritoneal
macrophages. We evaluated in these macrophages their phagocytic capacity (using
fluorescent beads) and microbicidal action (intracellular amastigotes of L. braziliensis and
Trypanosoma cruzi), production of nitric oxide (Griess reagent) and cytokine profile (CBA
method). The results showed that at concentrations up to 20 mg / ml, Glucantime did not alter
the viability of macrophages in vitro. Phagocytic capacity and NO production did not change
with Glucantime treatment. When previously treated with Glucantime, macrophages
demonstrated increased microbicidal capacity for 7. cruzi, but without direct correlation with
NO production under the conditions tested. Glucantime-treated macrophages demonstrated
increased production of TNF and IL-6, but after infection with L. braziliensis, TNF and IL-6
levels decreased as well as IL-10 levels in a dose-dependent manner. However, the TNF / IL-
10 ratio showed a tendency to the inflammatory profile of the macrophages being infected or
not. In macrophages from animals treated in vivo with Glucantime, both IP and IM, we
observed a tendency to increase proinflammatory cytokines, being confirmed by the ratio
TNF / IL-10 (p <0.05). Macrophages from animals treated with the IM path showed increased
microbicidal capacity for intracellular amastigotes of both L. braziliensis (p <0.05) and
T.cruzi (p <0.05), without correlation with NO production in the conditions tested. These
results suggest that Glucantime is able to modulate macrophages to a proinflammatory state
that may contribute to the antiparasitic effect of the drug.

Keywords: Glucantime. Macrophage. Immunomodulation
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INTRODUCAO

Doencas tropicais negligenciadas

“Doengas tropicais negligenciadas” (DTNs) ¢ um termo que remete as doencas que
afetam, incapacitam e atingem principalmente as regides da Africa Sub-saariana, Asia e
América Latina. S3o doencas causadas por agentes infecciosos e parasitarios, sendo a
prevaléncia dessas doengas inversamente proporcioanal ao indice de desenvolvimento
humano (Lindoso et al., 2009; Utzinger J et al., 2012; Mackey TK et al., 2014). Elas sdo
responsaveis por altos indices de mortalidade ¢ morbidade em todo mundo, levando em torno
de 500 mil a 1 milhdo de mortes anualmente (TDR, 2010; Valverde R.
https://agencia.fiocruz.br/especiais).

O termo “negligenciadas™ corresponde ndo somente a falta de politicas publicas de
saude adotadas pelos governos, mas também das industrias privadas investirem em pesquisa
para melhoria de tratamentos e diagnodstico. Mesmo sendo essas doengas responsaveis por
uma parte significativa do nimero de pessoas doentes mundialmente (11% da carga global de
doencas) ha poucos avancos nas pesquisas destinadas a elas. Um estudo mostrou que em 25
anos foram disponibilizados no mercado 1556 novos medicamentos € que menos de 2% deles
foram desenvolvidos para as DTNs. Entre 2000 e 2011 dos 850produtos desenvolvidos e
aprovados somente 4% deles eram indicados para o tratamento das DNTs (DND1,2012).

As leishmanioses e a doenca de Chagas estdo entre as doencas mais negligenciadas do
mundo e sdo importantes endemias brasileiras, causadas por protozodarios tripanosomatideos

(DNDi,2012).

Familia Trypanosomatidae

Essa familia ¢ constituida por protozodrios que apresentam uma Unica e grande
mitocondria e também possuem uma estrutura denominada cinetoplasto, que contém o DNA
mitocondrial (kKDNA). Os protozoarios da familia Trypanosomatidae apresentam um Unico
flagelo aparente ou acoplado ao seu corpo celular. Possuem estruturas celulares similares, mas

diferentes formas evolutivas durante o ciclo de vida as quais sdo classificadas em funcao da


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Utzinger%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23180107
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mackey%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25278579
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localizagdo do cinetoplasto e base do flagelo em relagdo ao nucleo (Stuart et al,. 2008;
Teixeira et al,. 2013; Bartholomeu et al/,.2014). Os géneros de maior importancia médica sao
Trypanosoma e Leishmania. No primeiro género, temos como principal espécie no Brasil o
Trypanossoma cruzi, que causa a doenga de Chagas ou tripanossomiase americana
(Bartholomeu et a/,.2014). A doenca de Chagas apresenta um curso clinico compreendendo
uma fase aguda e uma fase cronica, que pode cursar assintomatica (indeterminada) e/ou
sintomatica (forma cardiaca ou digestiva) (Castro et al., 2006; Pinazo et al., 2010; Sperandio
da Silva et al.,2014; Menna-Barreto, 2019). O T. cruzi apresenta trés formas evolutivas
principais durante seu ciclo, sendo duas delas presentes no hospedeiro vertebrado e a outra
presente no inseto vetor (triatomineos). A forma epimastigota ¢ uma forma flagelada
encontrada no inseto vetor e capaz de se replicar. A forma tripomastigota apresenta uma
extensa membrana ondulante ao longo do corpo celular, onde na porcdo anterior da célula
emerge o flagelo livre, sendo encontrada nas fezes do triatomineo e no sangue do hospedeiro
vertebrado. Essa forma ¢ incapaz de se multiplicar, mas ¢ a forma infectante e responsavel
pela disseminacao do parasito no corpo do hospedeiro vertebrado infectado. A terceira forma
evolutiva, a amastigota, ¢ arredondada ou oval, sem flagelo aparente e ¢ capaz de se
multiplicar intracelularmente nos hospedeiros vertebrados (Figura 1) (Neves, 2011;

Bartholomeu et al.,2014; Pérez-Molina et al.,2018).

Figura 1 - Classificagcdo morfoldgica do Trypanossoma cruzi
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Legenda: Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. A: amastigota; E: epimastigota; I: intermediaria entre
amastigota e tripomastigota sanguinea; M: tripomastigota metaciclica e T: tripomastigota sanguinea.
Fonte: Adaptado de Marchese et al., 2018.
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Embora o 7. cruzi seja considerado uma unica espécie, o parasito apresenta grandes
variagdes (cepas), sobretudo relacionadas a sua viruléncia. A cepa Y, por exemplo, apresenta
uma agressividade que, quando inoculada em camundongos, levam a morte. Devido a essa
propriedade, essa cepa teve uma caracterizacdo diferenciada, tendo os parasitos um estavel e
constante ciclo de vida em animais de laboratério, produzindo resultados padronizados de
histopatologia, o que faz com que seja ideal para estudos experimentais, como por exemplo,
eficacia de farmacos e protocolos de tratamento (Pinto et al.,1999; Neto et al., 2010).

A doenca de Chagas apresenta um curso clinico que compreende uma fase aguda e
uma fase cronica, que pode cursar assintomatica (indeterminada) e/ou sintomadtica (forma
cardiaca ou digestiva). A terapéutica disponivel é extremamente limitada, com apenas dois
farmacos disponiveis, que sdo toxicos e eficazes apenas quando administrados na fase aguda,
0 que torna o tratamento ainda mais restrito, uma vez que grande parte dos individuos
diagnosticados encontram-se na fase cronica (Castro et al., 2006; Pinazo et al., 2010;
Sperandio da Silva et al.,2014; Menna-Barreto, 2019).

No género Leishmania encontramos diversas espécies que levam a diferentes formas

clinicas da leishmaniose (Figura 2) (Bartholomeu ef al., 2014).
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Figura 2 - Esquema de classificagdo taxondmica da Leishmania
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As Leishmanioses

As leishmanioses abrangem um grupo de doencas causadas por espécies do género
Leishmania e transmitidas por insetos flebotominios. As variadas formas clinicas, como a
leishmaniose tegumentar (LT) e a leishmaniose visceral (LV) resultam de uma associa¢ao
entre as espécies do parasito com a resposta imune do hospedeiro. (Lindoso et al, 2009;
DNDi,2012; OMS 2015).

Estudos epidemioldgicos das leishmanioses mostram que atualmente existem 98
paises endémicos nas regides tropicais, subtropicais ¢ no Mediterraneo, com incidéncia anual
de aproximadamente 1,8 milhdo de casos, com aproximadamente 12 milhdes de pessoas
infectadas. Deste montante, cerca de 1,3 milhdo corresponde a leishmaniose cutdnea (LC)
(Figura 3A) e cerca de 500 mil a leishmaniose visceral (LV) (Figura 3B). Esses dados podem
ser ainda mais significativos, pois muitos casos ndo sao notificados em funcao de dificuldades
de diagnodstico e também pelos pacientes apresentarem coinfecgdes, principalmente com o
HIV. Somente no ano de 2015, quase a totalidade de novos casos de ambas as formas clinicas
de leishmaniose diagnosticados e reportados a Organizagdo Mundial de Satde foram oriundos
de apenas 6 paises, dentre eles o Brasil, que somente em 2014, registrou a ocorréncia de
20418 novos casosde leishmaniose (DND1,2012; Alvar et al., 2012; Di Muccio et al., 2015;
WHO,2015; OPAS/OMS, 2016; Akhoundi, M. et al., 2016; Lockard et al., 2019).
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Figura 3 - Distribui¢ao geografica mundial das Leishmanioses
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Legenda: Mapa mundial demonstrando a endemicidade e numero de novos casos de LC e LV ao redor do
mundo.
Fonte: Adaptado de WHO, 2017.
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O Brasil esta entre os 7 paises responsaveis por mais de 90% de incidéncia mundial de
casos de LV e entre os 9 paises que somam quase 75% dos casos notificados mundialmente
de LC, representando um grave problema de satde publica (Den Boer et al., 2011; Alvar et
al., 2012; Akhoundi et al., 2016; DNDi, 2016; Moreira et al., 2017). Desde 2003, no nosso
pais, a leishmaniose estd presente em todos os estados, sendo a forma tegumentar a mais
predominante com incidéncia anual de 28 mil casos. No periodo de 2000 a 2010 foram
registrados cerca de 282 mil casos no pais, sendo a regidao Norte com o maior percentual de
registros (Gongalves Neto et al.,2013; Conceicdo-Silva e Alves et al., 2014). Cerca de 5,7%
de LC no pais evoluem para a forma mucosa, sendo a L.(V.) braziliensis a espécie mais
comumente envolvida em ambas as formas (Reveiz ef al., 2013).

A leishmaniose visceral ¢ endémica em 88 paises, sendo a Leishmania infantum a
espécie causadora da doenga nas Américas, presente em 12 paises (da Rocha et al., 2018). Os
casos de LV no Brasil estdo espalhados por 21 estados e se concentram na regido Nordeste,
atingindo principalmente criangas. Noventa porcento dos casos notificados de LV nos paises
do continente americano sao oriundos do Brasil (Menon et al., 2016). Em 2011 foram

registrados mais de 3.800 casos no pais com 6,7% evoluindo para o 6bito (DNDi, 2012).

Vetores das leishmanioses

As leishmanioses sdo transmitidas de forma vetorial através da picada de insetos
hematofagos fémeas, denominados flebotomineos, os quais pertencem a familia Psychodidea,
subfamilia Phlebotominae. Dois géneros desse inseto sdo responsaveis pela transmissdo do
parasito aos hospedeiros vertebrados, sendo eles no Novo Mundo o género Lutzomya (Figura
4A) e no Velho Mundo, Phlebotomus (Figura 4B). Trinta espécies diferentes do flebotomineo
sdo capazes de transmitir a Leishmania, durante o repasto sanguineo (Brasil, 2017; Ghorbani e

Farhoudi, 2018).
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Figura 4 - Vetores das Leishmanioses

Legenda: Foto dos vetores das Leishmaioses: (A) Flebotomineos do género Lutzomya; (B) flebotomineos do
género Phlebotomus.
Fonte: disponivel em: http://www.faculty.ucr.edu/~legneref/medical/sandflies.htm

A Leishmania e o seu ciclo biolégico

O género Leishmania apresenta duas formas evolutivas distintas durante o seu ciclo
biologico: promastigota e amastigota. A promastigota ¢ a forma do parasito que se encontra
no trato digestivo do inseto vetor infectado, apresenta formato alongado, medindo em torno de
16-40pum de comprimento, incluindo o flagelo que ¢ aparente e livre, que surge da porgao
anterior do parasito. Seu nucleo ¢ arredondado e a localizagdo do cinetoplasto € anterior a ele,
proximo a bolsa flagelar. Essa forma apresenta 2 estagios morfoldgicos dentro do hospedeiro
invertebrado: (1) promastigota prociclica, a qual tem capacidade proliferativa dentro do
intestino do inseto, (2) promastigota metaciclica, a forma infectante ao hospedeiro vertebrado,
originada a partir do processo de metaciclogénese das formas prociclicas (Figura 5A). Ja a
forma amastigota, ¢ uma forma replicante intracelular obrigatdria que ¢ encontrada
geralmente dentro de vacuolos no interior de células do sistema fagocitico mononuclear,
principalmente macrofagos, do hospedeiro vertebrado. Ela ¢ arredondada ou ovdide, ndo
possui flagelo livre e sim um flagelo rudimentar que ¢ encontrado dentro do corpo celular.
Seu nucleo ¢ grande e arredondado, possui cinetoplasto e uma estrutura denominada

megassomo, que nao ¢ encontrada em promastigotas. O megassomo ¢ uma estrutura
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comparada aos lisossomos por digerirem qualquer molécula que seja internalizada pelo

parasito através de endocitose. (Figura 5B). (Rey, 2010; Teixeira et al., 2013; Conceigao-
Silva e Alves et al., 2014).

Figura 5 - Representacdo esquemadtica das formas evolutivas da Leishmania spp.
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Legenda: (A) Forma promastigota; (B) Forma amastigota.

Fonte: Teixeira et al., 2013.

O género Leishmania ainda apresenta uma divisdao em dois subgéneros: subgénero

Leishmania e subgénero Viannia (Figura 2). Esses subgéneros sdo classificados de acordo

com o desenvolvimento das formas promastigotas dentro do intestino do inseto vetor, sendo o

subgénero Leishmania se desenvolvendo no intestino médio e anterior do vetor e o subgénero

Viannia apresentando desenvolvimento na por¢do posterior do intestino médio do vetor

(Cupolillo et al.,2000; Neves, 2005; Conceicao-Silva e Alves et al., 2014). De acordo com
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Shaw e Laison (1972), dentro desses subgéneros, ocorre ainda a divisdio em 3
complexos(Figura 2). O complexo “Leishmania braziliensis” apresenta espécies encontrados
somente nas Américas que t€m grande facilidade de se disseminarem por varias partes do
tegumento. E nele que esta incluida a principal espécie causadora da leishmaniose tegumentar
no Brasil, a Leishmania (V.) braziliensis. O complexo “Leishmania donovani” ¢ o que
abrange espécies de parasitos com a maior capacidade de causar a leishmaniose visceral por
ter um tropismo por células do sistema mononuclear fagocitico de oOrgdos internos,
principalmente baco, figado e medula 6ssea. O complexo “Leishmania mexicana” apresenta a
Leishmania (L.) amazonensis como a espécie de maior importancia no Brasil. No complexo
“Leishmania major” se encontra a Leishmania (L.) major, principal espécie causadora de
leishmaniose tegumentar no Velho Mundo. Dentre as 53 espécies de leishmania, 31 podem
infectar os mamiferos, sendo 20 delas de grande importancia médica, por causar doenca no
homem por milénios (Bates, 2007; Rey, 2010; Concei¢do-Silva e Alves et al., 2014;
Akhoundi et al., 2016; Barrat et al., 2017).

Os protozoarios do género Leishmania sdo heteroxénicos e para o seu
desenvolvimento bioldgico ser completo necessitam passar por mais de um hospedeiro, sendo
um invertebrado, o flebotomineo, ¢ o outro vertebrado, que pode ser o homem ou outro
mamifero, incluindo animais domésticos (Rey,2010; Votypka et al., 2015).

Durante o repasto sanguineo das fémeas do flebotomineo em um hospedeiro
vertebrado infectado, ocorre ingestdo do sangue e das formas amastigotas presentes no tecido
do local da picada (Figura 6). As amastigotas comegam o processo de diferenciagdo em
promastigotas, que se aderem ao epitélio intestinal, come¢am sua divisdo binaria e
posteriormente sua diferenciacio em formas metaciclicas, por um processo denominado
metaciclogénese. Os promastigotas metaciclicos entdo se dirigem para a por¢do anterior do
intestino médio, atingindo o proventriculo onde causam um bloqueio. Para se alimentar o
inseto regurgita os parasitos o que permite a transmissdo (Barral, 2011). As formas
metaciclicas depositadas no hospedeiro vertebrado sdo entdo fagocitadas pelas células do
sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro, principalmente pelos macréfagos. Dentro do
fagolisossomo formado pela célula, as formas metaciclicas sofrem o processo de
diferenciagdo para a forma amastigota, que ¢ capaz de resistir a agdo das enzimas lisosomais e
se multiplica por divisdo binaria (Figura 6). Quando repleta de amastigotas a célula se rompe
liberando assim as formas amastigotas, que podem ser mais uma vez fagocitadas pelos

macrofagos adjacentes e assim difundir a infecgdo (Cunningham, 2002; Stuart et al., 2008;
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Cheuka et al., 2016). O ciclo continua quando um novo inseto vetor realiza o repasto

sanguineo nesse hospedeiro e ingere as formas amastigotas do parasito (Figura 6).

Figura 6 - Ciclo biologico de Leishmania spp.
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Legenda: Representagdo esquematica do ciclo evolutivo da Leishmania spp.
Fonte: Adaptado de http://bioligadosblog.blogspot.com.br/2015/09/ciclos-resumidos-de-doencas-causadas.html

Formas clinicas e imunopatogénese das leishmanioses

As leishmanioses podem se manifestar nos seres humanos de diferentes maneiras,
dependendo da espécie do parasito, das caracteristicas do vetor, da resposta imunologica e da
genética do hospedeiro. As manifestacoes clinicas variam desde hospedeiros assintomaticos, a
pessoas com pequenas feridas ulceradas ou ndo, que podem evoluir para cura espontanea

(lesdes autolimitadas), até lesdes que podem desfigurar as mucosas e infecgdes sistémicas que
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podem levar ao 6bito se ndo tratadas. Dependendo da resposta imune desenvolvida pelo
hospedeiro, pode levar tanto ao controle da infec¢do quanto ao dano tecidual (Arboleda et al.,
2013; Conceigado-Silva e Alves et al., 2014; Gollob et al., 2014). Na leishmaniose tegumentar
americana (LTA), a doenca acomete a pele e, eventualmente, as mucosas, sendo classificada
pelas caracteristicas clinicas e imunopatoldgicas em grupos, sendo eles: subclinico, cutaneo
localizada, recidiva cutis, mucosa, mucocutanea, difusa e disseminada (Arboleda et al., 2013;
Conceigdo-Silva e Alves et al., 2014; Gollob et al., 2014).

Na leishmaniose visceral (LV) ou calazar, os parasitos apresentam tropismo pelo
sistema fagocitico mononuclear das visceras, acometendo 6rgdos como o bacgo, figado,
medula oOssea e tecidos linfoides. A LV ¢ a forma mais grave, com quadros de febre
recorrente, hepatoesplenomegalia, palidez, perda de peso, leucopenia, plaquetopenia e
anemia, podendo levar o paciente ao Obito nos casos onde ndo ocorre tratamento (Figura 7)
(Rey, 2010; Conceigao-Silva e Alves et al., 2014; Ghorbani e Farhoudi, 2018). Em pacientes
com a LV ativa, ocorre a producdo de um perfil misto de citocinas, como IL-10 (Interleucina
10), IL-6 (Interleucina 6), IFN- vy (Interferon gama) e TGF- f (Fator de transforma¢do do
crescimento beta). Niveis aumentados de IL-10 sugerem um efeito na diminuicao da ativacao
das células T e inibi¢do das células apresentadoras de antigeno (APC) e um bloqueio da
atividade inflamatoria exercida pelo IFN- vy, levando assim, a uma cronicidade da infec¢ao

(Caldas et al., 2005; Costa et al., 2012; Gollob et al., 2014).
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Figura 7 - Manifestagao clinica da leishmaniose visceral

Legenda: Foto de um paciente com Leishmaniose Visceral
Fonte: Manual de Vigilancia da leishmaniose tegumentar americana -Ministério da Saude, 2010.

Em individuos com quadro subclinico de LTA, ndo had aparecimento de nenhuma
lesdo. Porém, o teste imunoldgico usado no diagnoéstico, a intradermorreagao de Montenegro,
que avalia a resposta imune celular, € positiva nesses pacientes (Conceicao-Silva e Alves et
al., 2014). Em individuos com leishmaniose cutanea localizada (CL), que ¢ a forma mais
comum, a lesdo se desenvolve no local da picada do flebotomineo, apés um periodo de
incubacdo que varia de 15 dias a trés meses. Inicialmente surge uma lesdo nodular, que pode
evoluir ou ndo para uma lesdo ulcerada, com as bordas elevadas, bem limitada e indolor
(Figura 8). Observa-se um balango entre as citocinas pr6 e anti-inflamatorias que, em certos
casos, possibilita cura espontanea (McGwire et al.,2013; Pereira-Carvalho et al., 2013;

Conceigado-Silva e Alves et al., 2014).



30

Figura 8 - Manifestacdo clinica da leishmaniose tegumentar americana cutanea

Legenda: Foto de ma lesdo cutdnea provocada pela Leishmaniose Cutanea Localizada
Fonte: Manual de Vigilancia da leishmaniose tegumentar americana -Ministério da Satude, 2010.

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) ¢ uma das formas raras da LTA apresentada por
individuos anérgicos aos antigenos de Leishmania. Tem como caracteristica a presenca de
inimeras lesdes nodulares sem ulceracdo (Figura 9), que se inicia de uma unica lesdo que se
espalha pelo tegumento através da disseminagdo do parasito pelos vasos linfaticos e por
migracdo de macrofagos infectados. Como consequéncia da auséncia de resposta imune
celular especifica, na lesdo encontra-se muitas amastigotas (Conceigdo-Silva e Alves et al.,

2014).

Figura 9 - Manifestagao clinica da leishmaniose tegumentar cutanea difusa

Legenda: Foto de um paciente com Leishmaniose Cutanea Difusa
Fonte: Manual de Vigilancia da leishmaniose tegumentar americana -Ministério da Saude 2010.
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A leishmaniose cutanea disseminada (LD) ¢ caracterizada por lesdes ulceradas
multiplas, de aparéncia acneiforme em, no minimo, 10 lesdes e em diferentes regides do
corpo, podendo levar ao comprometimento das mucosas das vias aéreas. Os individuos
apresentam anticorpos séricos anti-Leishmania em grande quantidade, presenga de
linfoproliferagdo especifica e producao de IFN- y (Figural0) (Barral, 2011; Conceicao-Silva e
Alves et al., 2014).

Figura 10- Manifestacao clinica da leishmaniose tegumentar disseminada

Legenda: Foto de multiplas lesdes provocadas pela Leishmaniose Cutanea Disseminada
Fonte: Manual de Vigilancia da leishmaniose tegumentar americana -Ministério da Saude, 2010.

Na leishmaniose mucosa (LM) ocorre o aparecimento de lesdes na mucosa nasal e
oral, com intenso processo inflamatério podendo levar a destruicdo tecidual e causar
mutilacdes na face e comprometimento das fungdes respiratorias (Figura 11). Essa forma
clinica pode ser secundaria a uma lesdo cutinea, que apds meses a anos apds da resolugdo,
surge metastase para regido oronasal. A L. (V.) braziliensis ¢ a espécie mais comumente
associada a esta forma clinica da doenga, que ocorre devido a hiperegia do sistema imune aos
antigenos do parasito. Observa-se produ¢do de elevados niveis de IFN- y e TNF (Fator de
necrose tumoral) e baixos niveis de IL-10, levando a exarcerbag¢do do processo inflamatorio

no hospedeiro (Barral, 2011; McGwire et al., 2013; Conceigao-Silva e Alves et al., 2014).
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Figura 11- Manifestacgao clinica da leishmaniose tegumentar mucosa

Legenda: Foto de um paciente com a leséo caracteristica da Leishmaniose Mucosa
Fonte: Manual de Vigilancia da leishmaniose tegumentar americana-Ministério da Satude, 2010.

A célula hospedeira: os macréfagos e sua origem

Os macrofagos fazem parte de uma familia heterogénea de células fagociticas
profissionais, que engloba também os mondcitos e células dendriticas. A maioria dos
macrofagos sdo originados de células-tronco hematopoiéticas diferenciadas em mondcitos.
Porém existem macrofagos derivados de células-tronco hematopoiéticas durante o
desenvolvimento embriondrio, a qual ndo deriva de monodcito, gerando assim, um tipo de
macrofagos residentes, que preenchem todo o tecido, independente dos mondcitos vindos da
circulacao (Duque & Descoteaux, 2015; Li ef al,. 2017). Os mondcitos sdo provenientes de
precursores da medula 6ssea e se diferenciam através de estimulos como os fatores de
estimulacdo de colonias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF), IL-3 e CCR2 (receptor de
quimiocina 2). Dentro da circulacdo, o mondcito pode ser amplamente categorizado em
Ly6Chigh ou Ly6C'"*%, sendo as populagdes Ly6C'°" responsaveis pela “patrulha e pesquisa”,
enquanto as populagdes Ly6CMe" sdo conhecidos como “mondcitos inflamatérios” (Li et al,.
2017). Circulando pela corrente sanguinea, os monocitos ao serem recrutados por
quimiocinas, por exemplo CCR2 e CX3CRI1(receptor de quimiocinal CX3) para os tecidos
afim de reabastecer células de vida longa, originadas independentes da diferenciacdo de
monocitos (células de Kupffer, macréfagos alveolares, de bago, peritonio etc.) ou em resposta
a inflamagao, atravessam a barreira capilar dos vasos e chegam aos tecidos, diferenciando-se

em macrofagos. Essa diferenciacdo celular engloba o desenvolvimento das células em
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tamanho e em niimero e o aumento da sua capacidade fagocitica (Figura 12) (Parihar et al.,

2010; Duque & Descouteaux, 2014; Chavez-Galan et al., 2015).

Figura 12 - Origem dos macrofagos
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Legenda: Figura esquematica demonstrando a origem e diferenciagdo de células-tronco hematopoiéticas em
macrofagos.
Fonte: Adaptado de Chavez-Galan et al., 2015.

Os macréfagos tem como fungdo direcionar a resposta imunoldgica do hospedeiro de
forma direta, pelo reconhecimento e eliminagdo de possiveis patdégenos e de células mortas do
organismo ou indiretamente orquestrando o tipo de fun¢do que outras células devem exercer,
tais como os linfocitos, células endoteliais e fibroblastos. O macréfago também reaproveita os

nutrientes oriundos da degradagdo de residuos teciduais. Portanto, o macréfago ¢ uma
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importante célula que atua na manuten¢do da homeostasia dos tecidos (Davies et al., 2013;
Duque &Descouteaux, 2014; Shayam et al.,2018). Sdo células capazes de realizar quimiotaxia
e ser direcionadas a qualquer local do organismo onde ha um estimulo para elas. Podem ser
ativadas por diversos estimulos, tais como o reconhecimento de PAMPS (padrdes moleculares
de reconhecimento de patdgenos), por citocinas e quimiocinas, que sdo moléculas de
sinalizacdo importantes para desencadear a resposta imune, e antigenos reconhecidas por seus
receptores especificos. As citocinas se ligam aos receptores de membrana de varias células,
para assim exercer seus papéis orquestrando alguns processos, como regulacdao de genes,
regulacdo da inflamacgdo, proliferacdo celular e produgdo de outras citocinas (Duque &
Descouteaux, 2014; Atri, Guerfali & Laouini, 2018).

Além da capacidade fagocitica, os macrofagos desempenham um papel central na
inflamacao e contribuem de forma importante na resposta imune inata e adaptativa.
Geralmente estio entre as primeiras células que chegam ao local da infec¢do, sendo capazes
de interferir nos processos imunes, participando da resolucao da inflamagao, cura do tecido e
apresentacdo dos antigenos a outras células do sistema imune (Atri, Guerfali & Laouini,
2018). Essas células tem uma grande plasticidade fenotipica, podendo assumir os fendtipos
propostos por Mills e colaboradores em 2000, denominados de M1, M2 e macréfagos
regulatorios (MRs) (Figura 13). Os macrofagos classicamente ativados ou M1 sdo oriundos da
ativacdo pela citocina IFN-y (interferon gama) e se caracterizam por apresentar alta
capacidade fagocitica, geracdo de espécies reativas de oxigénio, produgdo de 6xido nitrico,
resisténcia a patogenos e produzir citocinas pro-inflamatorias como TNF (fator de necrose
tumoral), interleucina 12 (IL-12), interleucina 1 (IL-1 ), interleucina la (IL-1a),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 23 (IL-23) e a enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) e baixos
niveis de citocinas anti-inflamatorias. Os macrofagos M1 também apresentam um aumento na
capacidade de apresentacdo de antigenos, pelo aumento da expressdo de MHC classe II,
porém esse fendtipo pode contribuir para uma destrui¢do tecidual. Macréfagos
alternativamente ativados ou M2 sdo originados pela exposi¢do a citocinas como interleucinas
4,13, 21 e 33 (IL-4, IL-13, IL-21, IL-33). Esse tipo de macréfago ¢ caracterizado pela alta
producdo de citocinas anti-inflamatorias como interleucina 10 (IL-10) e TGF- (Fator de
transformagdao do crescimento ) e esta envolvido na imunomodulacdo e manuten¢do da
homeostasia relacionada a processos de cicatrizagdo e remodelagdo tecidual. A agdo da IL-4
nos macrofagos induz a atividade da arginase, enzima que converte a arginina a ornitina, que
por sua vez ¢ precursora de poliaminas e coldgeno contribuindo para a formacdo de matriz

extracelular e a cicatrizacao tecidual (Mosser & Edwards, 2009; Chavez-Galan et al., 2015).
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Por outro lado, a produ¢do de poliaminas favorece a multiplicacdo de certos microrganismos
intracelulares de macrofagos, tais como Leishmania spp. (Parihar et al.,2010; Cruz-Guilloty et
al., 2014; Chavez-Galén et al., 2015). Desse modo, os macrofagos M2 podem atuar em varios
cenarios, sendo reconhecidos quatro diferentes fenotipos, de acordo com o estimulo e fungao,
sendo eles M2a, M2b, M2c e M2d (Figura 13). O fen6tipo M2a ¢ estimulado pela I1L-4, IL-13,
sendo responsavel pela fibrinogénese, pelo reparo tecidual e por equilibrar a resposta imune
do hospedeiro (Martinez et al., 2008; Jones & Ricardo, 2013; Chistiakov et al., 2015;
Moghaddam et al.,2018).

O fendtipo M2b ¢ estimulado por LPS, IL1p ou imunocomplexos, através da ligacao
em seus respectivos receptores na membrana dos macrofagos (TLR, IL-1R e FcR). Sao
responsaveis por secretar citocinas anti e pro-inflamatorias, tais como IL-10, TNF, IL1p, IL-6
e CCLI e auxiliam a producdo de anticorpos (Martinez et al., 2008; Moghaddam et a/.,2018)

Macréfagos M2c sdo células que sdo estimuladas fenotipicamente pela IL-10, TGFp e
glicocorticoidese responsaveis por diminuir a produ¢do de citocinas pro-inflamatoérias, pela
producdo de IL-10 e por promover a regeneracdo tecidual e angiogénese (Martinez et al.,
2008; Zizzo et al., 2012; Duque & Descouteaux, 2014; Moghaddam ef al.,2018).

O quarto e ultimo fendtipo oriundo de macréfago M2 ¢ M2d, o qual é originado
através de receptores de adenosina, que ao serem ativados, aumentam a produgdo de citocinas
anti-inflamatdrias, como IL-10, e estimula a angiogénese (Chistiakov et al., 2015;

Moghaddam ef al.,2018).
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Figura 13 - Heterogeneidade de macréfagos
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Legenda: Figura esquematica demonstrando a classificagdo de macréfagos de acordo com sua ativagao
“classica” (M1) e “alternativa” (M2).
Fonte: Adaptado de Moghaddam et al., 2018.

Nos estagios avangados de inflamagdo, a liberagdo de mediadores durante estresse,
como glicocorticoides, contribuem para o aparecimento do fendétipo de macrofagos
regulatorios (MRs), tendo esses macrofagos como caracteristica a liberacdo de grandes
quantidades da citocina anti-inflamatéria IL-10 e consequente diminui¢do da produgdo de IL-
12, o que os torna inibidores de processos inflamatorios € um novo tipo de macrofago que
induz tolerancia em transplantes (Mosser & Edwards, 2009; Atri, Guerfali & Laouini, 2018).

Os macréfagos podem desenvolver diferentes fenotipos de acordo com o tipo de
processo inflamatorio. Em tumores, as células do infiltrado inflamatério mais abundantes sao
os macrofagos, que podem adquirir um fenétipo com fungdes parecidas ao fendtipo M2,
sendo essas células nomeadas como macréfagos associados a tumores (TAMs), as quais

produzem citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e TGFp, diminuindo a a¢ao anti-tumoral e
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expressam fatores que levam a angiogénese, promovendo assim o crescimento do tumor. Os
TAMs ajudam na metdstase do tumor, através da capacidade de degradagdo da matriz
extracelular, sdo células pobres em apresentar antigenos e bloqueiam a proliferacao de células
T (Martinez et al., 2008; Moghaddam et al., 2018; Parisi ef al., 2018; Shi & Shiao, 2018).

Na arteroesclerose, recentemente foi descrito um diferente fenétipo de macrofago que
foi denominado macrofago Mox, que apresenta reduzida capacidade fagocitica e quimiotatica,
baixa expressdao de receptor de manose ¢ aumentada produgao de IL-6 ¢ TNF (Atri, Guerfali
& Laouini, 2018). Esse fen6tipo Mox ativa mecanismos dependentes de TLR-2 que geram um
aumento da expressdo de IL-1B e COX-2, que ¢ responsavel pela inflamagao (Chistiakov et

al., 2015; Parisi et al., 2018).

Modulaciao de macrofagos no controle da Leishmaniose

Os macrofagos sdo as principais células hospedeiras da Leishmania e sdo também as
células efetoras finais que controlam esse tipo de infecc¢do intracelular (Vieira et al., 2013).
Sendo o macrofago uma célula apresentadora de antigeno, a sua interagdo com os linfocitos T
contribui para o direcionamento da imunidade celular e controle da infec¢ao (Giudice ef al.,
2012; Vieira et al.,2013). As citocinas liberadas pela célula apresentadora de antigenos
durante essa interagdo com a célula T podem induzir a diferenciag¢do desses linfocitos em uma
ou mais das suas varias subpopulagdes. Essas subpopulacdes de linfécitos T produzem certos
padrdes de citocinas que por sua vez agem sobre o macréfago. Por exemplo, a producao de
IL-12 pela célula apresentadora induz a diferencia¢do da célula T naive em Thl (linfocito T
helper 1) enquanto a produgdo da IL-4 pode induzir a diferenciacdo em Th2 (linfocito T
helper 2). As células Thl produzem IFN-y que ativa os macrofagos gerando o fenotipo M1
que pode contribuir para controle de infec¢des intracelulares, tais como a infecgao por
Leishmania spp. A ativagdo dos macréfagos via IFN-y leva a producdo de citocinas pro-
inflamatorias como IL- 12, IL-1P, IL-6, TNF, CCL2(MCP-1) e a ativacdo da enzima iNOS
(6xido nitrico sintase induzida), responsavel pela produgao de 6xido nitrico (NO), o qual atua
na eliminacao do parasito. As células Th2, por sua vez, produzem citocinas do tipo IL-4 e IL-
13 que induzem o fendtipo de macréfago M2, induzindo a ativagdo da enzima arginase que

compete pelo mesmo substrato da iNOS, a L-arginina, levando a producao de poliaminas que
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favorecem a replicacdo do parasito (Gomes-Silva et al, 2007; Mosser & Edwards, 2009;
Horta et al., 2012; Chistiakov et al., 2015; Atri, Guerfali & Laouini, 2018; Parisi ef al., 2018).

Embora a resposta do tipo 1 (Thl) seja fundamental para o controle da multiplicagao
intracelular de Leishmania spp., o balango entre as citocinas pro-inflamatérias e anti-
inflamatérias permite uma resposta imunologica mais equilibrada, promovendo o controle da
leishmaniose com menor dano tecidual (Machado et al., 2004; Atri, Guerfali & Laouini,
2018). De fato, a ativacdo de uma resposta do tipo 1 (Thl) ¢ observada em todas as formas de
leishmaniose. Entretanto, os individuos infectados com L. (V) braziliensis produzem grandes
quantidades de citocinas pré-inflamatérias, como IFN-y e TNF. Apesar desse tipo de resposta
ajudar a controlar a multiplicagdo do parasito, contribui para o desenvolvimento da lesdo e,
dependendo da intensidade, pode levar a um grande dano tecidual, como observado na LM
(Machado et al., 2004; Gomes-Silva et al., 2007). Portanto, o equilibrio entre a resposta pro e

anti-inflamatoria ¢ fundamental para controle da infeccdo e restabelecimento da homeostasia.

Farmacos usados no tratamento das leishmanioses e seus mecanismos

O tratamento classico das leishmanioses requer a administracdo de fArmacos toxicos e
pouco tolerados (Tiuman et al.,, 2011). Os medicamentos de primeira escolha para tratar a
leishmaniose na maioria dos paises, incluindo o Brasil, s3o os antimoniais pentavalentes,
antimoniato de meglumina (Glucantime) e o estibogluconato de sédio (Pentostam) (Almeida
& Santos, 2011). O seu uso na clinica ¢ feito desde 1945 e sdo administrados por via
intramuscular ou intravenosa. Os antimoniais pentavalentes apresentam efeitos colaterais,
como complicacdes hepaticas, pancreaticas, renais, o que leva a dificuldades no tratamento
(Pham et a./, 2013; de Aguiar et al., 2018). Quando ndo ha resposta terapéutica satisfatoria
com os antimoniais, sdo usados medicamentos de segunda linha, que sdo a anfotericina B e a
pentamidina. A escolha do tratamento também pode variar de acordo com a forma clinica e a
espécie do parasito envolvida na infec¢do (Arevalo et al,2007). A terapia medicamentosa
local ¢ uma alternativa que pode minimizar os efeitos toxicos. A administracdo intralesional
do farmaco j& era usada no Velho Mundo e recentemente a Organizacdo Panamericana de
Satde e o Comité de Leishmaniose da OMS recomendaram a inclusdo dessa via de tratamento

no Novo Mundo (de Aguiar et al., 2018; Ramalho et al., 2018).
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Os antimoniais pentavalentes sdo eficazes em amastigotas e geralmente sdo usados
numa dosagem de 20 mg/kg/dia, por via intravenosa por 28 dias. No Brasil, a administragao
recomendada ¢ de 10-20 mg/kd/dia em periodos que variam de 20 a 40 dias, dependendo da
forma clinica apresentada pelo paciente. Para as espécies de Leishmania do Novo Mundo, sua
eficacia varia de 30 a 90% (Strazulla et al., 2013; Ministério da Saude, 2013, 2014).

O Glucantime possui na sua molécula o antimoénio pentavalente (SbV), mas a acdo
antiamastigota se da principalmente pelo antimonio trivalente (SbIII). Existem duas hipoteses
sobre onde ocorre a redugdo do antimoénio. O antimonial pentavalente pode entrar na célula
hospedeira, atravessar a membrana do fagolisossomo e ser entdo reduzido a forma trivalente
(SbIII) ou pode ser reduzido ainda no citosol da célula (Rees, PH et al., 1980; Kip et al.,
2018). Embora o mecanismo antiparasitario ndo esteja completamente elucidado, sabe-se que
o SbIII compromete o potencial redox tiol do parasito, induzindo efluxo de tidis intracelulares
e consequentemente inibindo a tripanotiona redutase (Wyllie et al.,2004). Sabe-se, também,
que o SbIII eleva os niveis intracelulares de Ca®" e gera estresse oxidativo, o que induz a
apoptose da célula (Mookerjee Basu et al., 2006; Frézard et al., 2009; Kip et al., 2018). Os
antimoniais também agem induzindo diretamente danos no DNA do parasito (Lima et al.,
2010), inibindo a enzima DNA topoisomerase I (Chakraborty & Majumder, 1988) e
provavelmente atua na inibicdo da glicolise e oxidacdo de acidos graxos (Ghorbai &
Farhoudi, 2018).

A anfotericina B ¢ um antibiotico antifungico poliénico que por ter alta afinidade por
membranas contendo esterdis, interage com o ergosterol, um esterol abundante na membrana
do parasito e ausente na membrana de células de mamiferos, formando poros que interferem
no balango i6nico, com perda de fluidos e causam a morte da célula. Sua administragao € por
via intravenosa e seu efeito toxico se deve a uma pequena parcela do composto se ligar ao
colesterol da membrana das células de mamiferos. Mostra-se eficaz na LTA cutanea e mucosa
(Ourives-Neves et al., 2011; Freitas-Junior et al.,2012; Kip et al,2018). Formulagdes
lipidicas (lipossomas) da anfotericina B melhoram sua biodisponibilidade e sua eficécia,
diminuindo, assim, sua toxicidade. A utilizagdo dessa formulagdo pode aumentar em 90% a
eficacia do tratamento de LC e LV em um menor periodo. Na India esse tratamento mostra
eficacia de até 90% nos casos de LV. No entanto, o alto custo dessas preparacdes inviabiliza
seu uso em paises em desenvolvimento, além de ndo ser estavel em altas temperaturas
(Murray et al., 2005, Tiuman et al., 2011; Ghorbani & Farhoudi, 2018).

A pentamidina ¢ um derivado sintético da amidina, eficaz contra um grande niumero de

protozodrios patogénicos, incluindo espécies de Leishmania, sendo capaz de comprometer o
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metabolismo energético dos parasitos. Seu alvo celular ndo é conhecido, porém como
permanece acumulada na mitocondria acredita-se que aja nesta organela (Ourives-Neves et
al., 2011; Freitas-Junior et al., 2012; Kip et al., 2018 ). Embora possa ser usada como
farmaco de segunda escolha em pacientes resistentes a antimoniais, sua alta toxicidade, baixa
eficacia e severos efeitos adversos, como miocardite e insuficiéncia renal, pode limitar seu
uso, como ocorreu na India, onde foi abandonada como tratamento para LV (WHO, 2010;
Freitas-Junior ef al., 2012; Kip et al., 2018 ).

A miltefosina estd entre novas opgoes de tratamento e € o tnico fArmaco administrado
por via oral. Foi estudada primeiramente como um agente antitumoral e depois mostrou ter
atividade leishmanicida in vivo. A miltefosina tem sido utilizada na India desde 1998 para o
tratamento de LV (Vélez et al., 2010) e foi licenciada na Alemanha para o uso em LC desde
2004 (Kip et al., 2018), porém seu uso no Brasil foi autorizado em 2016 para tratar
leishmaniose visceral canina (NOTA TECNICA N° 11/2016/CPV/DFIP/SDA/GM/MAPA). O
mecanismo de a¢do da miltefosina tem diversas vertentes, sendo uma delas de que o farmaco
atua sobre o parasito, interferindo no seu metabolismo lipidico e causando morte por
apoptose. Hé4 indicios também que possa atuar em uma via de sinalizagdo ligada a
sobrevivéncia celular, que possa alterar a composi¢do da membrana celular e ter efeitos
imunomoduladores (Wadhone et al., 2009; Ghorbani & Farhoudi, 2018; Dorlo et al., 2012;
Kip et al., 2018).

Atividade imunomoduladora de farmacos usados na leishmaniose

Dentre os medicamentos usados na clinica para tratamento das leishmanioses, alguns
apresentam nao somente atividade direta sobre o parasito, mas também demonstraram alguma
atividade imunomodulatdria sobre o hospedeiro. Essa a¢@o indireta inclui o direcionamento
das células T e ativagdo de fagocitos que podem contribuir para o controle da infecgdo
(Hartley et al., 2013).

A Anfotericina B modula a ativacdo dos macrdéfagos infectados ou nao com
Leishmania, induzindo a producdo de radicais toxicos, como ROS e NO, e a produgdo de
citocinas pro-inflamatorias, como IL-12 e TNF (Mukherjee et al.,2010; Gosh et al., 2013).
Também ja foi documentado que aumenta a capacidade citotoxica de células natural killer

(NK) (Kim et al.,2017).
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Estudos de Ponte e colaboradores mostraram que a miltefosina aumenta a capacidade
fagocitica de macrofagos. Porém, quando esses macréfagos sdo infectados com L.
amazonensis € incubados com o fArmaco, ha aumento da produgdo de NO (Ponte et al.,2012).
Trabalho de Gosh e colaboradores demostrou que tanto macrofagos oriundos de camundongos
tratados in vivo, como as células tratadas in vitro com 20uM de miltefosina apresentaram um
aumento nos niveis de citocinas pr6 inflamatorias como IL-12 e TNF e também na sua
capacidade de apresentar antigenos para as células T(Gosh et al., 2013).

Alguns trabalhos vém sugerindo a atividade do Glucantime como possivel
imunomodulador de fagocitos. Em um estudo de Muniz-Junqueira e Paula-Coelho (2008), foi
demonstrado que o antimonial pentavalente aumenta a capacidade fagocitica de mondcitos e
neutrofilos e a producdo de TNF in vitro (Muniz-Junqueira & Paula- Coelho, 2008).
Corroborando com esses achados, Saldanha e cols (2012) fizeram um estudo com células de
pacientes com LTA tratados ou ndo com Glucantime, eles observaram que os monocitos dos
individuos tratados tinham a sua capacidade fagocitica aumentada, bem como a produgdo de
TNF. Um outro estudo, realizado por Gosh e colaboradores (2013), demonstrou que ao
tratarem camundongos BALB/c com uma dose unica intravenosa de Pentostam houve um
aumento nos niveis séricos de citocinas pro-inflamatérias como IL-2, IL-12 e TNF produzidas
pelos macrofagos e demonstraram também aumento da capacidade dessas células de
apresentar antigenos para as células T, evidenciado através de uma elevada produgdo da
citocina IL-2. O tratamento dos macrdéfagos com o farmaco in vitro demonstrou niveis de
producdo de NO basais, como os encontrados nos macrofagos sem tratamento. Porém, quando
as espécies reativas de oxigénio (ROS) foram mensuradas, constatou-se um aumento da sua
producao em relagdo ao controle sem tratamento (Gosh ef al., 2013).

Esses dados ndo deixam claro o quanto a acdo imunomoduladora desse farmaco
influencia no controle da infec¢do. Sendo assim, dada a relevancia dos antimoniais
pentavalentes para o tratamento da leishmaniose, estudos quanto ao efeito imunomodulador
do Glucantime sdo necessarios para a compreensao mais ampliada dos seus mecanismos,
possibilitando assim delinear seus alvos e consequentemente possibilitar expandir os usos

terapéuticos.



1

42

OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do Glucantime (antimoniato de meglumina) sobre a funcionalidade

de macrofagos.

1.2

a)

b)

Objetivos especificos

Investigar o impacto do tratamento de macrofagos in vitro com Glucantime sobre o
perfil de citocinas e a producdo de 6xido nitrico;

Determinar se o tratamento dos macréfagos in vitro altera a sua capacidade fagocitica,
assim como sua capacidade microbicida frente a infec¢do com Leishmania
braziliensis e com Trypanosoma cruzi,

Investigar se o tratamento in vivo de camundongos com o Glucantime, pelas vias
intraperitoneal ou intramuscular ¢ capaz de alterar as fung¢des de macréfagos

peritoneais.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Parasitos

2.1.1 Leishmania braziliensis

Neste trabalho utilizamos a cepa Thor (MCAN/BR/98/R619), de Leishmania
braziliensis isolada de cdo, cedida pela Dr* Léa Cisne pesquisadora do IOC/FIOCRUZ, Rio
de Janeiro-R1J.

Para manutencdo, os parasitos foram inoculados em hamsters (Mesocricetus auratus)
no coxim plantar da pata traseira direita (1x 10° promastigotas). Apos 1 més de infec¢do, os
parasitos foram obtidos da lesdo e mantidos em cultura como promastigotas a 28°C em meio
Schneider (Sigma, Sant Louis, USA), acrescido com 20% de soro fetal bovino (SFB)
(Cultilab), com repiques semanais até a quinta passagem. ApOs essa passagem, 0s parasitos

eram novamente isolados de lesoes de hamsters infectados.

2.1.2 Trypanosoma cruzi

Parasitos da cepa Y de Trypanosoma cruzi foram cedidos pelo grupo de pesquisa da
Dra Marcia Cristina Paes do Laboratorio de Interacdo de Tripanosomatideos e Vetores-
IBRAG/ UERIJ. A manuten¢do de animais infectados (Swiss Webster machos) para obtengao
de tripomastigotas sanguineos foi feita realizando passagem semanal do sangue contendo o
parasito para animais sadios. Os tripomastigotas sanguineos foram inoculados
intraperitonealmente  (10° tripomastigotas) em camundongos. Para obtencio de
tripomastigotas em quantidade suficiente para os experimentos, os camundongos infectados
com o 7. cruzi foram imunossuprimidos com ciclofosfamida (Genuxal) 200mg/kg via
intraperitoneal apds dois dias da sua infec¢do. No sétimo dia de infec¢do, eles foram
eutanaziados e foi feita a coleta do sangue através de pungado cardiaca usando citrato de sédio

como anticoagulante. O sangue assim obtido foi transferido para tubos, centrifugados a 255G
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por 22 minutos a 24°C e levados a estufa de 37°C por 20 minutos para que os parasitos
migrassem para o plasma sanguineo. O plasma foi entdo coletado para outro tubo e
centrifugado a 2496G por 15 minutos a 24°C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
parcialmente descartado, deixando uma pequena faixa de sobrenadante acima do sedimento,
onde encontram-se os tripomastigotas. Essa regido foi colhida e ressuspendida com meio

RPMI (Cultilab) e 10% de SFB, e mantidos em gelo até o uso.

2.2 O Farmaco

Para o estudo foi utilizado o Glucantime (antimoniato de meglumina, Sanofi Aventis)

cedido pelo Instituto Nacional de Infectologia (INI/FIOCRUZ).

2.3 Consideracoes éticas

Para os estudos com células murinas, manutencdo de parasitos em animais e
tratamento in vivo com Glucantime, os animais foram mantidos no biotério da disciplina de
Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro. O estudo foi aprovado pela Comissdo de ética para cuidado e uso de animais
experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, UERJ Protocolos n°® CEUA/027/2013 e renovado com n° CEUA/046/
2017.

2.4 Obtencao da monocamada de macrofagos peritoneais

As células foram obtidas de camundongos Balb/c ou Swiss normais por lavagem
peritoneal com 5 ml de meio RPMI gelado. As células foram contadas em cémara de
Neubauer, ajustadas para 2x10%ml e plaqueadas emplaca de 24 pogos (1ml/pogo) com

laminulas de vidro estéreis no fundo. Para aderéncia foram deixados em atmosfera de 5% de
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CO2 a 37°C por 1 hora. Apos esse periodo as células ndo aderentes foram removidas por

lavagem com meio RPMI a 37°C (Jorge & Castro, 2000).

2.5 Obtencao de linfocitos a partir do baco

Os bagos dos animais foram retirados cirurgicamente, pesados ¢ macerados. As células
foram centrifugadas a 459G durante 10 minutos a 4°C e o sedimento ressuspenso em ACK
(Ammonium Chloride Potassium Lysing Buffer), por cerca de um minuto para lise de
hemaécias, quando entdo foram lavadas em RPMI gelado. As células foram ajustadas para
2x10%/ml, plaqueadas (placas de 96 pogos, 200 ul/poco e placas de 24 pocos com 400ul/poco)
e incubadas em atmosfera de 5% de CO; a 37°C por 48h para as placas de 24 pogos e 72h
para as placas de 96 pocos. Apds as 48 horas, as placas de 24 pogos foram submetidas a
centrifugacdo a 469G, por 10 minutos, e o sobrenadante das culturas foi colhido e armazenado
no freezer -80°C para posterior dosagem de citocinas pelo método CBA (descrito no item
2.7). Nas placas de 96 pocos, ap6s as 72h foram adicionados 20ul de MTT [brometo de 3-
(4,5dimetil-2 tiazolil)-2,5- difenil-2H-tetrazolio] (Smg/ml em PBS), que ¢ convertido em
cristais de formazan pelas desidrogenases mitocondriais das células vidveis. As placas foram
incubadas por mais 3 horas em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. Para a revelacdo, as placas
foram centrifugadas para remogdo dos sobrenadantes e adicionou-se 100ul de DMSO
(dimetilsulfoxido) para a solubilizagdo dos cristais de formazan. A leitura da absorvéncia foi
feita em espectrofotdometro de microplaca a 570nm.

O mitogeno Concanavalina A (Con A) (Sigma-Aldrich) foi usado como estimulo para

proliferacdo de linfocitos T.

2.6 Avaliacao da viabilidade de macrofagos

Para avaliacdo da viabilidade de macrofagos frente ao tratamento in vitro com
Glucantime, macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c ou Swiss foram obtidos (como
descrito no item 2.4), aderidos em placas de 96 pogos e incubados com diferentes

concentragdes de Glucantime por 48 horas. Apos esse periodo, foi adicionado MTT (como
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descrito no item 2.5) e a leitura da absorvancia foi feita em espectrofotometro de microplaca a

570nm.

2.7 Dosagem de citocinas

A dosagem de citocinas produzidas por macrofagos e linfocitos foi realizada no
sobrenadante das culturas usando o método Cytometric Bead Array (CBA). Foram utilizados
o kit Mouse Inflammation (IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF e IL-12p70 - BD Bioscienses
Pharmigen, CA, EUA) para as citocinas de macrofagos e o kit Mouse Th1/Th2/Th17 (IL-2,
IL-4, IL-6,IFN-y, TNF, IL-17A e IL-10 — BD Bioscienses Pharmigen, CA, EUA) para as
citocinas produzidas por linfocitos, seguindo as recomendacdes do fabricante. Esse teste se
baseia no uso de esferas de poliestireno marcadas com diferentes graus de fluorescéncia e
recobertas com anticorpos especificos, que sdo detectados por citometria de fluxo e os
resultados expressos em pg/ml.

Os tubos para a aquisi¢ao no citometro foram montados com os sobrenadantes € com
os padrdes das citocinas usadas no kit. Em seguida, adicionamos as microesferas de captura
que sdo recobertas com os anticorpos para cada citocina e, subsequentemente, com o
anticorpo de detec¢do conjugado com o marcador ficoeritrina (PE) e deixados protegidos da
luz em temperatura ambiente por 3 horas. A curva padrdo foi realizada com o mesmo
procedimento. Passado o tempo de incubagdo, em cada tubo foi adicionado 500uL de solugdo
de lavagem e levados a centrifugacdo a 200G num tempo de 5 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e o “pellet” foi ressuspendido com 300 pL da solu¢do de lavagem e levados ao
citometro de fluxo (FACS Canto II) para serem adquiridos os resultados. A andlise foi feita
utilizando o programa FCAP Array Software e os graficos feitos a partir dessa andlise no

GraphPad Prism 5.

2.8 Producao de 6xido nitrico

Para avaliar a producdo de o6xido nitrico (NO), foi dosado nitrito (NO72) nos

sobrenadantes das culturas de macréfagos utilizando o método de Griess (Green ef al, 1982).
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Em uma placa de 96 pocos foram distribuidos 100ul de cada sobrenadante a ser analisado e
100uL do reagente de Griess (Solugdo A — 0,1g de N-(1 — naftil) etileno-diaminadiidrocloreto
e Solucdo B — 2-amino benzene ssulfonamida), na propor¢do de 1:1 e as amostras foram
incubadas por 15 minutos, no escuro em temperatura ambiente. Apds o tempo decorrido, as
amostras foram analisadas em leitor de microplacas em uma densidade 6ptica de 570 nm. Os
valores dos sobrenadantes foram comparados com os de uma curva padrdo de nitrito de sodio
(NaNO), usando a equagdo da reta para obtencdo da concentragdo de nitrito nos

sobrenadantes.

2.9 Avaliacao da capacidade fagocitica dos macréfagos

Macroéfagos peritoneais de camundongos obtidos como descrito no item 2.4, foram
aderidos (2x 10°células por ml) em cidmaras Lab-Tek (Thermo Scientific) overnight em
atmosfera de 5% de CO2 a 37°C e entao foram tratados com as diferentes concentragdes de
Glucantime por 24horas. Controles foram células incubadas somente com meio RPMI
suplementado com 10% de SFB ou macrofagos tratados com LPS (lipopolissacarideo) a SuM.
Apoés o tratamento, as monocamadas foram lavadas com PBS a 37°C e incubadas com
microesferas de latex (beads) marcadas com FITC (Polysciences), na propor¢ao de 3 beads
por macréfago, durante 3 horas em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C protegido da luz. Ao
final da incubag¢do, as monocamadas foram lavadas com PBS a 37°C e marcadas com DAPI.
A lamina da Lab-Tek foi montada com laminula entre 10ul da solugdo de N-propilgalato
(Sigma-Aldrich) para cada pogo, com o intuito de manter a fluorescéncia emitida pelas
microesferas. Para a visualizagdo, imagens foram obtidas em microscopio de fluorescéncia
(Nikon Eclipse E600, Japao) acoplado a uma camera digital de captura de imagem (Nikon
Digital Sight- DSV3). As beads internalizadas foram contadas em, no minimo, 150
macrofagos por poco. Os resultados foram expressos em nimero de beads por macrofago e
como indice fagocitico, usando a equagdo: % de macréfagos com beads X nimero de beads/

numero total de macrofagos.
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2.10 Avaliagao da capacidade microbicida de macro6fagos

Para investigar se o tratamento prévio do macréfago com Glucantime era capaz de
modular a sua capacidade de controlar uma infec¢do intracelular foi utilizado dois parasitos:

Leishmania braziliensis € o Trypanosoma cruzi.

2.10.1 Infeccdo com Leishmania braziliensis

As monocamadas de macrofagos (obtidas como descritono item 2.4) foram tratadas
por 24 horas com Glucantime nas concentragdes 0,1mg/ml, Img/ml e 10mg/ml. Apds esse
tempo, os sobrenadantes foram colhidos e congelados para posterior dosagem de nitrito e
citocinas. Os macrofagos foram lavados uma vez com PBS morno (37°C) para retirada do
farmaco. Em seguida, foi feita a infeccdo com promastigotas de Leishmania braziliensis na
proporgao de 5 parasitos por macrofago, durante 4 horas em atmosfera de 5% de CO2a 37°C.
Depois desse tempo de interagdo, os sobrenadantes foram desprezados e as monocamadas
foram lavadas 5 vezes com PBS morno (37°C) para retirar as promastigotas que nado
conseguiram entrar nos macrofagos. As células foram, entdo, incubadas com meio de cultura
RPMI suplementado com 10 % de soro fetal bovino por mais 48 horas. Os sobrenadantes
foram colhidos para posterior dosagem de citocinas e nitrito. As monocamadas de macrofagos
foram fixadas e coradas com o corante Pandtico rapido, e as amastigotas contadas em
microscopio optico (minimo de 200 macrofagos). Os resultados foram expressos como indice
de infeccdo (IF), utilizando a formula: IF = % de células infectadas X numero de amastigotas

/ nimero total de macréfagos.

2.10.2 Infeccdo com Trypanosoma cruzi

As monocamadas de macrofagos obtidas (como descritono item 2.4) foram tratadas
por 24horas com Glucantime nas concentragdes 0,Img/ml; 1mg/ml e 10mg/ml. Apds esse

tempo, os macrofagos foram lavados uma vez com PBS morno (37°C) para retirada do
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farmaco. Em seguida, foi feita a infeccdo dessas células com tripomastigotas de Trypanosoma
cruzi na propor¢ao de 1 parasito por macréfago durante 18 horas em atmosfera de 5% de CO»
a 37°C. Depois desse tempo de interagdo, os sobrenadantes foram desprezados e as
monocamadas foram lavadas 2 vezes com PBS morno (37°C) para retirar os parasitos nao
internalizados pelos macrofagos. As monocamadas foram, entdo, incubadas com meio de
cultura RPMI suplementado com 10 % de soro fetal bovino por mais 48horas nas mesmas
condigdes descritas anteriormente no item 2.10.1 para L. braziliensis e posterior avaliagao do
indice de infeccao.

Adicionalmente, para averiguar se o Glucantime teria alguma acdo sobre as
amastigotas intracelulares do 7. cruzi, o tratamento com o farmaco foi realizado apds a
infeccdo. As monocamadas foram preparadas e infectadas com tripomastigotas (propor¢ao
1:1) por 18 horas. Apos esse periodo, as monocamadas infectadas foram lavadas e
submetidas ao tratamento com Glucantime por 48 horas em atmosfera de 5% de COz a 37°C.
As monocamadas de macréfagos foram fixadas, coradas com o Panotico rapido e as
amastigotas contadas em microscopio optico (minimo de 200 macrofagos). Os resultados
foram expressos como indice de infec¢do (IF), utilizando a formula: IF = % de células

infectadas X numero de amastigotas / numero total de macrofagos.

2.11 Tratamento de camundongos com Glucantime

Para avaliar se o tratamento de camundongos com Glucantime afetava a
funcionalidade dos seus macrofagos peritoneais residentes, camundongos Swiss machos ou
fémeas em idade entre 45-50 dias (5 animais/ grupo) receberam o farmaco por duas vias
distintas: intraperitoneal ou intramuscular. Pela via intraperitoneal, o grupo controle recebeu
200 pl de PBS e o grupo tratado recebeu 8 mg (em 200 pl) de Glucantime (40 mg de
Glucantime/Kg/dia) durante 5 dias consecutivos. Pela via intramuscular na coxa, o grupo
controle recebeu PBS (30 pl) e o grupo tratado recebeu 8mg (30 pul) de Glucantime (40 mg de
glucantime/Kg/dia) durante 5 dias consecutivos.

Ao final do tratamento, no sexto dia, os animais foram eutanasiados para obtencao das
células. Os macréfagos peritoneais de cada animal foram retirados e as monocamadas
preparadas (como descrito no item 2.4). Adicionalmente, o baco foi retirado para obtenc¢do de

linfocitos (como descrito no item 2.5)



2.12 Analises estatisticas

Todos os dados obtidos in vitro foram analisados pelo teste ANOVA de entrada
unica com pos-teste de Tukey, utilizando o software “GraphpadPrism 5”. Valores de p
iguais ou menores que 0,05 foram considerados significativos.

Os dados com animais in vivo foram analisados pelo teste t ndo paramétrico de
Mann-Whitney. Os valores de p iguais ou menores que 0,05 foram considerados

significativo. Os dados foram expressos como mediana.

50
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3 RESULTADOS

3.1 Viabilidade de macréfagos tratados com Glucantime in vitro

Inicialmente, analisamos se a faixa de concentracdo usada de Glucantime seria toxica
para os macrofagos. A viabilidade das células foi avaliada pelo método de redugao do MTT,
apos tratamento com diferentes concentragdes do Glucantime por 48 horas. Os resultados
demonstraram que o tratamento ndo alterou a viabilidade dos macréfagos nas concentragdes

testadas (Figura 14).

Figura 14- Viabilidade de macrofagos tratados com Glucantime
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Legenda: Macrdfagos peritoneais de camundongos BALB/c foram aderidos em placas de 96 pogos por 1 hora,
tratados com diferentes concentragdes do Glucantime e incubados por 48 horas a 37°C/ 5% CO..
Controles foram incubados com meio RPMI ou metanol 100%. Depois desse periodo foi adicionado o
MTT (5mg/ml) por 3 horas. Os cristais de formazan foram solubilizados com a adigdo de DMSO e a
leitura feita em espectrofotometro a 570nm. Resultados foram expressos em porcentagem do controle.
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3.2 Avaliacao da producio de citocinas apos o tratamento in vitro

Com o objetivo de investigar se o Glucantime seria capaz de modular a produgao de
citocinas pelos macrdofagos, as dosagens foram feitas nos sobrenadantes das culturas tratadas
in vitro por 24h. Podemos observar que os macrofagos tratados com o Glucantime
apresentaram niveis aumentados de TNF, sobretudo na concentragao de 1mg/ml (Figura 15A).
A producgao de IL-6 foi significativamente aumentada nos macréfagos tratados com todas as
concentragdes de Glucantime (Figura 15B). J& os niveis de MCP-1/ CCL-2 foram
significativamente diminuidos com o tratamento (Figura 15C). Entretanto, os niveis de IL-10
ndo sofreram alteracdo (Figura 15D). Quando os macrofagos foram infectados com L.
braziliensis apds o tratamento por 24h com Glucantime, ocorreu uma diminui¢do expressiva
dos niveis de TNF (Figura 16A), principalmente na concentragdo de 1mg/ml, e também da
citocina IL-6 nas concentragdes de 0,1 mg/ml e 1 mg/ml (Figura 16B). Uma reducao bastante
significativa e dose-dependente ocorreu nos niveis de IL-10 (Figura 16D). Calculando a razao
entre o TNF e a IL-10, podemos observar uma tendéncia para perfil mais inflamatoério dos

macrofagos tratados com Glucantime, estando ou nao infectados (Figura 15E e 16E).
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Figura 15 - Producao de citocinas por macrdéfagos tratados in vitro com Glucantime
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Legenda: Monocamadas de macrofagos peritoneais de BALB/c foram tratadas comGlucantime por 24 horas, os
sobrenadantes das culturas foram colhidos e a dosagem das citocinas foi feita com o Kit CBA. (A)-
TNF. (B)-IL-6. (C)- MCP-1/ CCL-2. (D)- IL-10. (E)- Razdo TNF/IL-10.
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Figura 16 - Produgdo de citocinas por macrofagos tratados in vitro com Glucantime e
posteriormente infectados
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Legenda: Monocamadas de macrofagos peritoneais de BALB/c foram tratadas com Glucantime. Apos 24 h, as
células foram submetidas & infecgdo com L. braziliensis por 4 horas e entdo incubadas somente com
meio RPMI suplementado com 10% de SFB por 48h a 37°C/ 5% CO,. Os sobrenadantes foram colhidos

e as citocinas foram dosadas com o kit CBA. (A)- TNF. (B)- IL-6. (C)- MCP-1/ CCL-2. (D)- IL-
10.(E)- Razdo TNF/IL-10.
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3.3 Avaliacio da producio de citocinas em macrofagos oriundos de camundongos

tratados in vivo com Glucantime

Com o intuito de investigarmos se o tratamento in vivo de camundongos com
Glucantime seria capaz de alterar a producao de citocinas pelos macréfagos, os animais foram
tratados por cinco dias pela via intraperitoneal ou intramuscular. Ao final do tratamento, as
monocamadas de macrofagos peritoneais foram obtidas e apos 24h de cultura, as citocinas
foram dosadas no sobrenadante. Nos animais tratados pela via intraperitoneal, os resultados
mostraram que houve um aumento significativo nos niveis de TNF produzidos pelos
macrofagos (Figura 17A), enquanto as outras citocinas avaliadas (IL-6, MCP-1 e IL-10), ndo
apresentaram alteragdes significativas em relacdo ao controle (Figura 17 B, C e D). Quando
calculamos a razdo TNF/IL-10, podemos observar uma tendéncia para perfil mais
inflamatorio dos macrofagos oriundos de camundongos tratados com Glucantime (Figura 17

E).



56

Figura 17 - Producdo de citocinas por macréfagos peritoneais oriundos de animais tratados
com Glucantime pela via intraperitoneal

A TNF B IL-6
8001 ) - ) 10000 - -
8000
600- "
_ i °
E E 6000 °
S, 400- — > ——— —an
e S 4000- .
° . =
2001 ° 2000
—_—
°
0 T T 0 T T
2 2 < e
S >
& &
3 S
- - IL-10
c MCP-1/CCL-2 D
800- 200+
=
600- - 150+
E E
=S, 400- 5 100+
2 . — g .
[ ] — mm
—_—
2000 ey - 50- -
°
° [ | [ ] u
0 T T 0 T T
] ] ] ]
X N X ‘\g\@
> 7
% &
c,\\}
E
15-
‘°_l 104 -1
=
L
=
0

Legenda: Camundongos Swiss sadios receberam tratamento intraperitoneal com Glucantime (40mg/Kg) ou com
PBS diariamente por 5 dias consecutivos. No sexto dia, os macrofagos peritoneais de cada animal
individualmente foram aderidos e incubados overnight em atmosfera de 5% de CO; a 37°C. Apos esse
tempo, os sobrenadantes foram colhidos e as citocinas foram dosadas através do Kit CBA. (A)- TNF.
(B)- IL-6. (C)- MCP-1/CCL-2. (D)- IL-10. (E)- Razdo TNF/IL-10. ** p<0.01 (Teste t de student).
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Ja nos macrofagos oriundos dos animais que foram tratados com Glucantime pela via
intramuscular, ndo observamos alteragdo na producdo do TNF em relagdo aos macrofagos de
animais controles tratados com PBS (Figura 18A). Entretanto, os resultados mostraram que
houve uma diminui¢ao nos niveis de MCP-1/ CCL-2 (Figura 18C) e da IL-10 (Figura 18 D)
produzidos pelos macrofagos dos animais que receberam o tratamento com o Glucantime. A
razdo entre a producdo de TNF e IL-10 mostrou haver significativa resposta inflamatéria nos

macroéfagos oriundos de animais tratados com Glucantime (Figura 18E).

Figura 18 — Produgdo de citocinas por macréfagos peritoneais oriundos de animais tratados
com Glucantime pela via intramuscular
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Legenda: C amundongos Swiss sadios receberam tratamento intramuscular com Glucantime (40mg/Kg) ou com
PBS diariamente por 5 dias consecutivos. Os macrofagos peritoneais de cada animal individualmente
foram aderidos ¢ incubados overnight em atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Apobs esse tempo, 0s
sobrenadantes foram colhidos e as citocinas foram dosadas através do Kit CBA. (A)- TNF. (B)- IL-6.

(C)- MCP-1/ CCL-2. (D)- IL-10. (E)- Razdo TNF/IL-10. * p< 0,05 **p< 0,01 (Teste t student).

3.4 Avaliacdo da capacidade microbicida de macréfagos oriundos de camundongos

tratados intramuscularmente com Glucantime

Ao final do tratamento dos animais, os macréfagos peritoneais foram retirados e as

monocamadas foram infectadas com L. braziliensis ou T. cruzi. Os resultados mostraram que

nos macréfagos dos animais tratados com Glucantime houve reducdo significativa do indice

de infecgdo tanto com a L. braziliensis (Figura 19) quanto com o 7. cruzi (Figura 20) quando

comparados aos animais tratados com PBS.



59

Figura 19 - Efeito do tratamento intramuscular com Glucantime na atividade microbicida de
macrofagos frente a infecgdo in vitro com L. braziliensis
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Legenda: Camundongos Swiss sadios receberam tratamento intramuscular por 5 dias com Glucantime ou com
PBS. Os macrofagos de cada animal individualmente foram aderidos e infectados com L. braziliensis
(5 parasitos/macrofago). As células infectadas foram entdo incubadas 48 horas com meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino a 37°C/5%CO2. Apoés esse periodo, as monocamadas de
macrofagos foram fixadas e coradas com Pandtico e o indice de infec¢@o calculado. Contagem de
minimo de 200 macréfagos por laminula. * p<0.05 (Teste t de Student).
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Figura 20 - Efeito do tratamento intramuscular com Glucantime na atividade microbicida de
macrofagos frente a infecgdo in vitro com T. cruzi
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Legenda: Camundongos Swiss sadios receberam tratamento intramuscular por 5 dias com Glucantime ou com
PBS. Os macrofagos de cada animal individualmente foram aderidos e infectados com T.cruzi (1
parasito/macrofago). As células infectadas foram entdo incubadas 48 horas com meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino a 37°C/5%CO,. Apos esse periodo, as monocamadas de
macrofagos foram fixadas e coradas com Pandtico e o indice de infecg@o calculado. Contagem de
minimo de 200 macréfagos por laminula. * p<0.05 (Teste t de Student).

3.5 Efeito do tratamento in vitro de macroéfagos com Glucantime no indice de infeccao

do T. cruzi

Para avaliarmos se o efeito do tratamento de macréfagos com Glucantime antes da
infeccdo seria capaz de modular a sua capacidade microbicida, as monocamadas foram pré-
tratadas por 24 horas e posteriormente foram infectadas com 7.cruzi. Os sobrenadantes foram
guardados para avaliacdo da produgdo de NO. O resultado mostrou que o tratamento prévio
dos macréfagos com Glucantime reduziu o numero de amastigotas por macrofagos em 46% e
68,52% nas concentragdes de 1 mg/ml e 10 mg/ml, respectivamente (Figura 21A). O indice de
infeccdo também foi reduzido em 51% e 87%, nas concentragdes de 1 mg/ml e 10 mg/ml,
respectivamente (Figura 21B), quando comparadas com o controle que ndo foi exposto ao

farmaco.
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Figura 21 — Macrofagos tratados com Glucantime antes da infec¢do com 7. cruzi.
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Legenda: Monocamadas de macrofagos peritoneais de camundongos Swiss foram tratadas com as diferentes
concentragdes de Glucantime por 24h a 37°C/5%CO2. As células foram lavadas com PBS e
infectadas com T.cruzi (1 parasito/macrofago) por 16 horas. A monocamada de macrofagos foi lavada
e incubada com meio de cultura RPMI com 10% soro fetal bovino por 48horas. Apds esse periodo, os
macréfagos foram corados com Panotico e o nimero de amastigotas intracelulares foi contado por
microscopia. (A) Contagem de amastigotas por macrdéfago, no minimo de 200 macréfagos por
laminula (Grafico representativo de quatro experimentos independentes). (B) Contagem de no minimo
200 macrofagos por laminulas e o resultado foi expresso como indice de infecgdo (IF). (Grafico da
média de quatro experimentos independentes) ***p<0,001; **p<0,01;*p<0,05. (Teste One-Way
ANOVA).

Como nao havia referéncias consistentes quanto a a¢do antiparasitaria do Glucantime
sobre o 7. cruzi na literatura, avaliamos a atividade do farmaco sobre formas amastigotas do
parasito. Para tal, as monocamadas de macréfagos foram submetidas a infec¢ao pelo T.cruzi e
o tratamento foi entdo realizado por 48 horas. A Figura 22 mostra que somente houve redugdo
significativa do numero de amastigotas intracelulares na concentragdo de 10mg/ml de
Glucantime (Figura 22 A). Entretanto, o indice de infec¢do teve uma tendéncia de reducao,

mas sem significancia estatistica (n=4 experimentos independentes(Figura 22 B).



Figura 22 - Tratamento dos macréfagos com Glucantime apos a infec¢do com 7..cruzi

B
3 A 200~
o
<)
g, T 9
3 . g v T
© =
% 4 — E 100+ —l—
<) T
g 2
0- ! ! ! 0- T T T
& N o & N N
Glucantime(mg/ml) Glucantime(mg/ml)

Legenda: Monocamadas de macrofagos peritoneais de camundongos Swiss foram infectadas com T.cruzi por 16
horas. Apds esse tempo, as células foram tratadas com as diferentes concentragdes de Glucantime por
48h a 37°C/5%CO2. Apos esse periodo, os macréfagos foram corados com Panético e o nimero de
amastigotas intracelulares foi contado por microscopia. (A) Contagem de amastigotas por macréfago,
no minimo de 200 macréfagos por laminula. (Grafico representativo de trés experimentos
independentes) (B) Contagem de no minimo 200 macréfagos por laminula e o resultado foi expresso
como indice de infec¢do (IF) (Grafico representativo de trés  experimentos

independentes)**p<0,01(Teste One-Way ANOVA).

3.6 Proliferacao de linfocitos T

Para avaliarmos se o tratamento intramuscular com Glucantime influenciaria na

capacidade proliferativa de linfocitos T, essas células foram obtidas do bago e estimuladas

com o mitéogeno Concanavalina A. O resultado mostrou que o tratamento com Glucantime

nao alterou a proliferagcdo de linfocitos quando comparada com os animais tratados com PBS

(Figura 23).
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Figura 23- Proliferacdo de linfocitos T em animais tratados intramuscular com Glucantime
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Legenda: As células foram obtidas por maceragdo do baco de cada animal que recebeu tratamento com
Glucantime e PBS, foram contadas e ajustadas para 2 x 10 células por ml e foi adicionada o mitégeno
Concanavalina A. As células foram incubadas por 72 horas a 37°C/5%CO,. A analise da capacidade
proliferativa foi mensurada pelo método do MTT. ** p< 0,05 (One Way Anova - teste ndo
paramétrico, pos teste- Dunns).

3.7 Avaliacio da producio de citocinas de linfocitos oriundos de camundongos tratados
de forma intramuscular in vivo com Glucantime

Sabendo que o tratamento intramuscular de camundongos com o fArmaco nao alterava
a capacidade proliferativa de linfocitos, fomos avaliar como essas cé¢lulas estavam
respondendo ao estimulo mitogenico em relacdo a produgdo de suas citocinas. Os resultados
mostraram que o tratamento com Glucantime diminuiu a produgdo da citocina anti-
inflamatoéria 1L-10, comparado com o controle (Figura 24), mas sem alterar a producao das
demais citocinas. A razdo entre a producdo de IFN e IL-10 teve tendéncia para perfil

inflamatorio, embora sem significancia estatistica (Figura 24H).
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Figura 24 - Produgdo de citocinas de linfocitos de camundongos tratados intramuscular in vivo

com Glucantime
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Legenda:

Camundongos Swiss sadios receberam tratamento intramuscular com Glucantime (40mg/Kg) ou com
PBS diariamente por 5 dias consecutivos. No sexto dia, os linfocitos de cada animal individualmente
foram isolados do bago e incubados por 48h em atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Apds esse tempo, as
células foram submetidas a centrifugag@o por 10 minutos a 459G e os sobrenadantes foram colhidos e
as citocinas foram dosadas através do Kit CBA e analisados por citometria. (A)- IL-2. (B)- IL-4. (C)-

IL-6. (D)-IL-17A. (E)- IFN. (F)- TNF. (G)- IL-10. (H)- Razdo IFN/IL-10.* p< 0,05 (Teste t
Student).
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3.8 Avaliacao do efeito do Glucantime na producio de 6xido nitrico pelos macrofagos

Para saber se o Glucantime induziria alguma alteragdo na producdo de 6xido nitrico
(NO) pelos macrofagos tratados in vitro, a dosagem de nitrito foi feita no sobrenadante das
monocamadas apds 24h de tratamento. Os resultados mostraram que o Glucantime nao

interferiu na produgdo de NO em nenhuma das concentragdes testadas (Figura 25).

Figura 25 - Producao de 6xido nitrico (NO) em macrofagos tratados in vitro com Glucantime
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Legenda: Macrofagos peritoneais de camundongos foram aderidos e tratados in vitro com 5ug/ml de LPS ou
tratados com Glucantime por 24 horas e o nitrito foi dosado nos sobrenadantes pelo método de Griess.
Resultados expressos como significativo de trés experimentos independentes.

3.9 Avaliacdo da producio de oxido nitrico pelos macrofagos de camundongos que
foram tratados in vivo com Glucantime

Para avaliarmos se o tratamento intraperitoneal de camundongos com Glucantime
induziria alteragdo na producgdo de NO pelos macrofagos, foi realizada a dosagem de nitrito
nas monocamadas das células peritoneais. Os resultados demonstraram que os macrofagos de
animais que receberam o tratamento com Glucantime pela via intraperitoneal nao
apresentaram diferengas significativas na produg¢dao de NO, quando comparados com os
animais do grupo controle (Figura 26 A). Nos macréfagos de animais que receberam
Glucantime pela via intramuscular, a producdo de nitrito foi relativamente menor que dos

animais controle, mas sem diferenca estatisticamente relevante (Figura 26 B).
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Figura 26 - Produgo de 6xido nitrico (NO) em macrofagos de camundongos tratados com o
Glucantime intraperitoneal e intramuscular
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Legenda: Macrofagos peritoneais de camundongos tratados por via intraperitoneal ou intramuscular com PBS ou
Glucantime durante 5 dias, foram aderidos ¢ incubados overnight a 37°C/5%CO,. Apds esse tempo,
os sobrenadantes das culturas de macréfagos foram colhidos e foi realizada a dosagem de o6xido
nitrico pelo método de Griess. Cada ponto representa dados de um animal. (A)- tratamento
intraperitoneal. (B)- tratamento intramuscular.

3.10 Avaliacio da capacidade fagocitica dos macréfagos

Para analisar se o Glucantime induziria a alguma alteracdo na capacidade fagocitica
dos macrofagos, as monocamadas foram tratadas por 24 horas com Glucantime e depois
incubadas com as “beads” fluorescentes. O resultado demonstrou que, nas condi¢des testadas,
nao houve alteragdo no ntimero de beads por macréfago e nem no indice fagocitico quando

comparados com o controle sem tratamento (Figura 27A e B).
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Figura 27- Andlise da capacidade fagocitica dos macréfagos tratados com Glucantime
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Legenda: Macrofagos peritoneais de camundongos foram aderidos em camaras Lab-Tek overnight. Apods esse
tempo foram tratados por 24 horas com as diferentes concentragdes de Glucantime ou com RPMI
suplementado com 10% de SFB e incubados em atmosfera de 5% de CO,. Apds esse tempo, as
monocamadas de macrofagos foram lavadas com PBS morno e as microesferas de latex
fluorescentes (beads) foram plaqueadas em uma concentragdo de 3 beads por macréfago e deixadas
durante 3 horas protegidos da luz, sob as mesmas condi¢des. Depois do tempo de incubagdo, a
lamina foi preparada e levada para andlise no microscopio de fluorescéncia. Resultados foram
expressos em (A) beads por macréfagos e (B) Indice fagocitico. Média +SD, representativo de
quatro experimentos independentes.
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4 DISCUSSAO

O arsenal terapéutico contra as leishmanioses ¢ restrito a alguns poucos fairmacos e
suas formulagdes. Os antimoniais pentavalentes, tais como o Glucantime, sdo geralmente
usados como primeira escolha paraa terapéutica, sendo esse o tratamento classico para todas
as manifestagdes clinicas da doenga na maioria dos paises, inclusive no Brasil. Embora sejam
usados desde 1920, seu mecanismo ndo ¢ bem conhecido e investigado. A a¢cdo microbicida
dos antimoniais pentavalentes se d4 principalmente apos ser reduzido em antimonio trivalente
(SbII). Estudos mostram que o SbIII atua direto sobre as formas amastigotas interferindo no
potencial redox, causando danos na cadeia respiratoria ¢ no DNA do parasito, também
podendo induzir apoptose pelo aumento de Ca*" intracelular e estresse oxidativo (Frézard F.
et al., 2009; Kip et al., 2018). Também existem alguns estudos que apontam que o
Glucantime atua indiretamente nas células do hospedeiro, levando a um aumento da
capacidade fagocitica e da producdo de TNF de mondcitos (Muniz-Junqueira & Paula-
Coelho, 2008; Saldanha et al., 2012). Nesse sentido ¢ importante um estudo exploratorio da
acao do Glucantime sobre o macrofago, que € a principal célula hospedeira e também a célula
efetora final capaz de resolver a infecgao.

Em um estudo anterior, demonstramos que macrofagos pré-tratados com Glucantime
in vitro e em macréfagos oriundos de camundongos que receberam tratamento in vivo foram
capazes de reduzir significativamente a infec¢do com L. braziliensis (Siqueira, 2014). Para
compreender melhor este efeito, no presente trabalho propomos estudar o possivel efeito
modulador do Glucantime sobre a funcionalidade do macrofago. Quando avaliamos o efeito
do tratamento in vitro com Glucantime na producdo de citocinas pelos macrofagos,
observamos um aumento em citocinas pro-inflamatorias, sobretudo TNF e IL-6. Por outro
lado, observamos diminui¢do de MCP-1/ CCL-2, que ¢ uma quimiocina que recruta células
inflamatorias (Scott & Novais, 2016). Embora nio tenhamos observado alteragdes nos niveis
de IL-10, a razdo TNF/IL-10 apontou claramente para um perfil inflamatorio dos macréfagos
tratados com Glucantime. A inducdo de TNF pelo tratamento in vitro com Glucantime ja
havia sido demonstrada em monocitos (Giudice et al, 2007; Muniz-Junqueira & Paula-
Coelho, 2008). Resultado semelhante foi observado em monocitos provenientes de pacientes
com leishmaniose cutanea apods sete dias de tratamento com Glucantime (Saldanha et al.,

2012).
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Apoés a infeccdo com L. braziliensis, esses macrofagos previamente tratados com
Glucantime diminuiram, de modo geral, todas as citocinas inclusive a IL-10. A razdo TNF/IL-
10 s6 foi superior ao controle na maior concentragao de Glucantime (10mg/mL). A redugdo
de citocinas pro-inflamatérias produzidas por macrofagos infectados € esperado. Parasitos
intracelulares de macrofagos, tais como Leishmania spp., sdo capazes de modular varias
funcdes da célula hospedeira, sobretudo as fungdes relacionadas ao processo inflamatdrio e a
acdo microbicida, para garantir sua sobrevivéncia (Bogdan & Rollinghoff, 1999; Podinovskai
& Descoteaux, 2015). Por exemplo, macrofagos infectados com Leishmania spp, produzem
menos citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-12, TNF e IL-6 (Privé & Descoteaux, 2000;
Lapara & Kelly, 2010; Shweash et al., 2011).

Para avaliar se o tratamento de animais com Glucantime in vivo seria capaz também de
modular o perfil de citocinas dos macrofagos peritoneais, tratamos camundongos com o
farmaco pelas vias de administragdo intraperitoneal (IP) e intramuscular (IM) por cinco dias
consecutivos. Os macrofagos provenientes dos animais tratados via IP demonstraram um
aumento significativo nos niveis de TNF, enquanto as demais citocinas dosadas (IL-6, MCP-
1/CCL-2 e IL-10) ndo apresentaram diferengas significativas em relacdo ao grupo controle.
Embora sem diferenca estatistica significativa, a razdo entre TNF/IL-10 apresentou tendéncia
ao perfil pro-inflamatoério dos macrofagos oriundos de animais tratados com Glucantime [P
(Figura 17E). Esses resultados se mostraram semelhantes com os dados obtidos apds o
tratamento in vitro dos macréfagos em relacdo ao TNF e a razdo TNF/IL-10 (Figura 15E).

Quando a mesma dose de Glucantime foi administrada por via intramuscular (IM) , os
macrofagos peritoneais apresentaram uma diminui¢do significativa na producdo de MCP-
1/CCL-2 (Figura 18C) e de IL-10 (Figura 18D) e mantiveram os niveis das citocinas pro-
inflamatorias como o TNF e a IL-6 semelhantes ao do grupo controle tratado com PBS.
Porém, a razdo TNF/IL-10 foi significativamente mais alta nos macrofagos de camundongos
que receberam Glucantime IM (Figura 18E), sugerindo o perfil inflamatorio.

O trabalho de Gosh e colaboradores (2013) avaliou o efeito do tratamento com dose
unica do antimonial pentavalente estibogluconato de sédio (Pentostam, 16 mg/Kg/peso) pela
via intravenosa em camundongos BALB/c e observaram que os animais apresentaram niveis
séricos aumentados de IL-2, IL-12 e TNF, sugerindo também a indugdo de um perfil pro-
inflamatorio.

Nosso estudo sobre a capacidade microbicida dos macréfagos pré-tratados in vitro
com Glucantime mostrou que houve redugao significativa e dose-dependente de amastigotas

intracelulares de 7. cruzi. Esse resultado foi similar ao que ja haviamos demonstrado
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anteriormente, usando L. braziliensis (Siqueira, 2014). Na literatura ndo existem dados
consistentes acerca da atividade dos antimoniais pentavalentes sobre o 7. cruzi. Sendo assim,
decidimos realizar o teste de atividade sobre amastigotas intracelulares de 7. cruzi, tratando os
macrofagos apds a infecgdo. Como resultado, verificamos que o Glucantime parece ter
alguma acdo inibitoria sobre o parasito, sobretudo na dose mais alta usada em nossos ensaios
(10mg/mL). Quando comparamos os macrofagos que foram tratados previamente antes da
infeccdo com aqueles tratados apos infecgao, observamos uma redugdo muito maior na carga
parasitaria nos macroéfagos pré-tratados. E possivel que, assim como a Leishmania, o T. cruzi
também seja mais sensivel ao Sb III, que pode ter sido acumulado nos macréfagos pré-
tratados.

E conhecido que o Glucantime atua como pro-fairmaco e para exercer sua fungao
leishmanicida o antimonio (Sb) precisa ser reduzido da sua forma pentavalente (SbV) para a
sua forma trivalente (SbIII). Essa reducdo, segundo Frézard e colaboradores (2001), ¢ feita
pela acdo da glutationa reduzida (GSH) nos fagolisossomos dos macrofagos. Ferreira e
colaboradores (2003) demonstraram que a cisteina e cisteina-glicina, tiois presentes no
lisossomo, também reduzem o Sb no macrofago dentro de compartimentos acidos. Esse
processo de reducdo do SbV para SbIIl também pode ocorrer dentro das amastigotas de
Leishmania pela agdo da tripanotiona, uma vez que as formas axénicas sdo susceptiveis ao
antimonio pentavalente (Ephroser al., 1999). Sendo assim, em nosso estudo o efeito
microbicida observado apds o pré-tratamento com o farmaco in vitro poderia estar
relacionado a presenca de SbIII dentro do macrofago.

Essa possibilidade do actmulo direto do farmaco nas células peritoneais dos
camundongos foi diminuida quando administramos o Glucantime pela via intramuscular
durante 5 dias consecutivos. Os macrofagos peritoneais desses animais foram capazes de
diminuir o indice de infec¢do frente tanto em relacdo a L. braziliensis (Figura 19), quanto em
relagdo ao T.cruzi (Figura 20). E sabido que apds a administragdo parenteral, pela via
intramuscular, o Glucantime ¢ rapidamente distribuido pelo organismo, sendo o figado o local
onde em 30 minutos o fAirmaco ¢ retido e acumulado (Borborema et al.,2013). Embora nao
seja possivel descartarmos a possibilidade de acimulo de SbIII nos macrofagos peritoneais, a
modulagdo das citocinas pelo Glucantime para um perfil pré-inflamatério deve ter contribuido
para o efeito antiparasitario observado.

Apesar dos macrofagos apresentarem um perfil pro-inflamatorio induzido pelo
Glucantime, a sua capacidade fagocitica ndo apresentou alteragdes significativas. Do mesmo

modo, nas condigdes testadas, tanto o tratamento in vitro (Figura 25) como o tratamento in
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vivo (Figura 26 ¢ 27) com Glucantime, ndo observamos alteracdes na producao de NO pelos
macrofagos. Seraslan e colaboradores (2005) demonstraram que individuos com LC ativa tem
niveis significativamente aumentados de NO no soro,quando comparados com os pacientes
com LC tratados intralesionalmente com antimoniato de meglumina e com individuos
saudaveis. Esses dados podem sugerir que o Glucantime nao atue no aumento da producao de
NO pelos macrofagos. Muniz-Junqueira & Paula-Coelho (2008) mostraram que ocorre um
aumento da producao do anion superdxido e indiretamente de NO em monocitos de pessoas
saudadveis submetidos ao tratamento com Glucantime. O estudo de Saldanha e colaboradores
(2012), usando mondcitos de pacientes com leishmaniose cutinea tratados com Glucantime,
mostrou que a producao de NO nido era aumentada. Gosh e colaboradores (2013) trataram in
vitro macrofagos peritoneais com estibogluconato de sodio e demonstraram aumento de NO e
ROS, com associacdo com IFN-y, sem o IFN-y os niveis de NO foram basais.

Linfocitos Thl produzem citocinas pré-inflamatérias como IFN-y, importante para
ativacdo classica de macroéfagos (M1). Por outro lado, linfécitos Th2 produzem
principalmente IL-4, IL-10 e IL-13, que induzem no macroéfago um padrao alternativamente
ativado (M2) (Scott &Novais, 2016). No presente trabalho avaliamos se o tratamento com
Glucantime pela via IM seria capaz de influenciar no padrdo de citocinas produzidas pelos
linfécitos T. Observamos que linfocitos isolados do bago dos animais tratados com
Glucantime responderam normalmente ao estimulo mitogénico com ConA (Figura 23).
Dentre as citocinas analisadas, observamos diminui¢do significativa na producdo de IL-10
(Figura 24G) pelos linfocitos T de animais tratados com Glucantime em relacdo ao grupo
controle. As demais citocinas IL-2, IL-4, 1L-6, IL-17A, IFN-y e TNF ndo apresentaram
diferenca estatistica entre os grupos (Figura 24). A Razdo IFN-y/IL-10 ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos, mas apresentou tendéncia para resposta do tipo 1 no
grupo tratado com Glucantime. E possivel que a significativa reducio de IL-10, uma citocina
anti-inflamatéria que desativa macréfagos, contribua para uma ativacdo eficiente de
macrofagos e o controle da infecgao.

Embora ainda sejam necessarios mais estudos para caracterizar o perfil fenotipico do
macrofago, os resultados apresentados nesta tese demonstram que o antimonial pentavalente
Glucantime ¢ capaz de modular diretamente o macréfago para um estado proé-inflamatorio.
Este efeito sobre a célula hospedeira da Leishmania pode contribuir de modo importante para

seu mecanismo de agdo antiparasitario.
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CONCLUSOES

Macrofagos tratados in vitro e macrofagos oriundos de animais tratados in vivo pelas
vias IP ou IM com Glucantime apresentaram um perfil de citocinas pro-inflamatorio.

Os macrofagos oriundos de animais tratados com Glucantime apresentaram maior
capacidade microbicida frente a infeccdo por L.braziliensis e T. cruzi, porém sem apresentar
correlagdo com a producao de 6xido nitrico.

O pré-tratamento de macrofagos in vitro com Glucantime reduziu o nimero de
amastigotas intracelulares 7. cruzi de modo dose-dependente. O tratamento dos macrofagos
apos a infec¢do com 7. cruzi reduziu o nimero de amastigotas significativamente apenas com
a concentracao mais alta de 10mg/ml.

O tratamento com Glucantime ndo alterou a capacidade fagocitica dos macréfagos.

O tratamento de animais com Glucantime IM nao alterou a capacidade proliferativa de

linfocitos T, mas reduziu significativamente a producgao de IL-10.
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