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RESUMO

A infeccdo humana por Leishmania braziliensis pode levar ao desenvolvimento de
manifestagdes clinicas cutanea e mucosa, sendo que a forma clinica mucosa esta associada a
exacerbacdo da resposta imune inflamatdria, causando extensa destruicdo do tecido. O
tratamento da leishmaniose é, ainda hoje, baseado na utilizacdo dos antimoniais pentavalentes
(SbY). No entanto, a falha deste tratamento é comum e parasitos resistentes ja foram
detectados. Em virtude dos problemas decorrentes do tratamento com SbY, uma grande
diversidade de terapias alternativas, de uso topico ou sisttmico, vem sendo avaliada para o
tratamento da leishmaniose. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi investigar o efeito
do tratamento com antiménio associado ou ndo a Pentoxifilina (Ptx) na modulacdo da
resposta imunoldgica in situ de pacientes com leishmaniose mucosa (LM). Foram avaliadas as
frequéncias de linfocitos T CD4", T CD8" e macréfagos CD68", assim como a expressdo das
citocinas IFN-y", TNF-a" e IL-10" e da molécula citotoxica granzima A", e a correlagio entre
estes parametros imunoldgicos, em lesdes de pacientes com LM pré e pos-tratamentos com
SbY ou ShY associado & Ptx. Para isto, foram realizadas reacdes de imunofluorescéncia e
aquisicdo de imagens por microscopia confocal em cortes de lesbes congeladas obtidas de
pacientes com LM antes e apds os diferentes tratamentos. Pacientes com LM pré e pos-
tratamentos com Sh" apresentaram ndmero de células T CD4*, T CD8" e CD68" semelhantes.
Né&o foi observada diferenca significativa na expressdo das diferentes citocinas e granzima A,
comparando-se as lesdes obtidas pré e pos-tratamento com Sh". Lesdes de pacientes com LM
pos-tratamento com SbY associado & Ptx apresentaram menor frequéncia de macréfagos
CD68" quando comparado com lesdes de pacientes com LM pré-tratamento, sem alteracio
nas freqiiéncias de células T CD4" e T CD8". N&o houve alteragdo na expressio de IFN-y, IL-
10 e granzima A pos-tratamento com Sh" associado & Ptx. No entanto, observou-se que o
tratamento Sbh¥ + Ptx leva a uma reducdo do nimero de células CD68*TNF-o.". N&o foram
observadas diferencas nas frequéncias de populacdes celulares e citocinas comparando-se 0s
tratamentos. O tratamento com Sbh" associado & Ptx induziu perda da correlacdo positiva tanto
entre o infiltrado inflamatdrio e o nimero de células TNF-a.*, como entre o ndimero de células
T CD8" e granzima A*. O tratamento de Ptx como adjuvante ao Sh" pode resultar em uma
modulagdo da resposta imunolodgica mais eficiente, o que pode explicar a cura mais rapida

observada nesse tratamento, beneficiando a populacéo infectada.

Palavras-chave: Leishmaniose Mucosa. Leishmania braziliensis. Antimonio Pentavalente.
Pentoxifilina. Fator-alfa de Necrose Tumoral.



ABSTRACT

Human infection with Leishmania braziliensis can lead to cutaneous leishmaniasis (CL) or
mucosal leishmaniasis (ML). ML is associated with exacerbation of inflammatory immune
response, causing extensive damage tissue. Treatment of leishmaniasis is still based on the
use of pentavalent antimony (Sb"). However, the failure of this treatment is common and
resistant parasites have been detected. Due to the problems resulting from SbY treatment a
wide variety of alternative therapies has been evaluated for leishmaniasis treatment. The aim
this study was to investigate the effect of antimony associated or not to pentoxifylline (Ptx) in
the modulation of the in situ immune response of ML patients. We evaluated the frequency of
T CD4", CD8" cells and CD68" macrophages, as well as the expression of cytokines IFN-y",
TNF-o." and IL-10" and cytotoxic molecules granzyme A" and the correlation between these
immunological parameters in lesions from ML patients before and after SbY and ShY
associated with Ptx treatment, by confocal microscopy. We did not observe differences in the
numbers of the different cell populations or cytokines and granzyme A, comparing lesions
from patients before and after treatment with SbY.Lesions from ML
patients after Ptx associated with SbY treatment had lower frequency of macrophages, as
compared to lesions before treatment. There was no change in expression of IFN-y, IL-10 and
granzyme A in lesions from patients after SbY + Ptx treatment. However, Ptx associated
with SbY treatment leads to a reduction in the number of CD68*TNF-a.* cells. There were
no differences in the frequencies of cell populations and cytokines comparing between lesions
from patients submitted to the different treatments. The Ptx associated with SbY
treatment induced loss of positive correlation between the inflammatory infiltrate and the
number of TNF-a" cells, as well as the number of CD8" T cells and granzyme A" cells. Ptx
associated with SbY treatment may result in a modulation of the immune response more

efficient and consequently an accelerated healing.

Keywords: Mucosal Leishmaniasis. Leishamania braziliensis. Treatment. Pentavalent

Antimonial. Pentoxifylline. Tumor necrosis factor.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca parasitaria causada por diferentes espécies de
protozoarios da familia Tryponosomatidae, do género Leishmania. Estima-se que
aproximadamente 350 milhdes de pessoas em 88 paises estejam em risco de adquirir a doenca
e que a incidéncia anual da doenca possa variar de 1,5 a 2 milhGes de novos casos por ano
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2011). Especificamente no Brasil, 0 Ministério
da Saude relata uma incidéncia anual em torno de 28.000 casos de leishmaniose (SOUZA et
al., 2010). Essa doenca é prevalente em &reas tropicais e subtropicais, mas viagens para a
América Latina, por exemplo, tem se tornado cada vez mais comuns, com isso, observa-se o
aumento do numero de casos de leishmaniose em regides ndo endémicas (SCHWARTZ;
HATZ; BLUM, 2006). Sendo assim, ao atingir uma regido indene, a doenca é considerada
emergente e re-emergente devido ao preocupante aumento de sua incidéncia, principalmente
nas duas Ultimas décadas (GOTO; LINDOSO, 2010). Este aumento tem ocorrido em certas
partes do mundo, uma vez que pessoas de areas rurais migram para areas urbanas a procura de
oportunidades de trabalho; também ocorre migracdo em consequéncia de guerra, perturbacdes
em microambientes, devido a intervencdo humana e alteracfes climaticas, deterioracdo das
condigdes socioecondmicas e presenca de co-infecgdo de HIV/Leishmania (DESJEUX apud
GOTO; LINDOSO, 2010).

1.2 Ciclo de vida da Leishmania

O agente etiolégico da leishmaniose tem um ciclo de vida dimorfo constituido de
promastigotas extracelulares, se multiplicam por divisdo binaria e se desenvolvem dentro do
intestino de insetos flebotomineos do género Phlebotomus (velho mundo) ou Lutzomyia (novo
mundo). A outra forma é caracterizada por amastigotas intracelulares, que residem e se
multiplicam dentro dos vacuolos parasitoforos dos macrofagos (WEIGLE; SARAIVA, 1996;
JOSHI et al., 2002). Vérios animais vertebrados sdo considerados reservatorios naturais da
Leishmania, como mamiferos sinantropicos e animais silvestres. Diversos mamiferos podem
ser infectados por Leishmania sp; entretanto, ndo sdo usualmente responsaveis pela
transmissdo ao homem (LUPPI et al., 2008). Pesquisadores afirmam que, na regido da Zona
da Mata do estado de Pernambuco, o roedor silvestre Bolomys lasiurus (rato do mato) é o
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reservatorio primario da Leishmania braziliensis para leishmaniose tegumentar (BRANDAO-
FILHO et al., 2003). Enquanto para leishmaniose visceral, geralmente, os canideos estéo
associados aos reservatorios de Leishmania infantum na regido das Américas, Oriente Médio,
Asia Central, China e Mediterraneo (PALATNIK-DE-SOUSA; DAY, 2011).

A transmissdo de parasitos do género Leishmania pode se iniciar durante o repasto
sanguineo de fémeas de flebotomineos em hospedeiros vertebrados infectados. Entdo o
flebotomineo, ao inserir a proboscide, provoca a laceracdo dos vasos sanguineos formando
um pool (poco) hemorragico, e assim, ingere as ceélulas fagocitarias contendo formas
amastigotas (Fig. 1A) (RIBEIRO, 1987; DE ALMEIDA et al., 2003).

No interior do intestino do inseto, amastigotas se diferenciam em promastigotas néo
infectantes (prociclicas) moveis e se aderem ao epitélio do intestino médio para evitar sua
excrecdo. As formas prociclicas expressam moléculas curtas de lipofosfoglicano (LPG), que
cobrem toda a superficie do parasito, inclusive o flagelo (SACKS; PERKINS, 1985;
AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004). A viruléncia € adquirida durante a metaciclogénese,
um processo em que promastigotas prociclicas se diferenciam em promastigotas metaciclicas
infectivas (SACKS; PERKINS, 1985; DESCOTEAUX; TURCO, 1999). Ap0s esse processo,
promastigotas metaciclicas se desprendem do epitélio do intestino, migram para a
extremidade anterior do trato digestivo e secretam uma substéncia de consisténcia gelatinosa,
formando uma obstrucdo fisica. Tal fendmeno desempenha um papel fundamental na
transmissdo, uma vez que induz o mosquito a regurgita-las (SACKS; PERKINS, 1985;
BATES; ROGERS, 2004).

No préximo repasto sanguineo, as promastigotas regurgitadas sdo inoculadas no
hospedeiro vertebrado (Fig. 1B) e fagocitadas, passando a viver dentro dos vacuolos
parasitéforos. Nos vacuolos, os parasitos assumem a forma amastigota e sofrem sucessivas
multiplicacBes ocasionando um crescimento exponencial (WEIGLE; SARAVIA, 1996; DE
ALMEIDA et al., 2003). Apos este crescimento, as células se rompem e liberam as formas
amastigotas no intersticio, onde serdo fagocitadas. O elevado parasitismo gera no hospedeiro
um processo de reatividade celular diretamente relacionado aos mecanismos de resisténcia ou
ao estabelecimento da doenga (MOSSER, 1990; GOLLOB; ANTONELLI; DUTRA, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Antonelli%20LR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dutra%20WO%22%5BAuthor%5D

Figura 1 — llustracao da picada do flebotomineo fémea e formacéo do pool hemorragico
com formas promastigotas

A

Figura 1: Ilustragao da picada do flebotomlneo femea (A) No pool hemorraglco ha parasitos na forma
promastigota aderidos aos eritrécitos e mondcito (a esquerda da probdscide) e neutrofilo (& direita da
probdscide). Na interface dermo-epidérmica ha duas células de Langerhans (B). Os elementos celulares nédo séo
proporcionais (DE ALMEIDA et al., 2003 - modificado).

1.3 Formas Clinicas da Leishmaniose

A leishmaniose apresenta um amplo espectro de manifestagdes clinicas, que depende
da associacdo das caracteristicas da espécie do parasito e da resposta imunolégica do
hospedeiro. Entre os componentes do sistema imunolégico do hospedeiro que pode interferir
e favorecer o desenvolvimento das formas clinicas da doenca, a imunidade mediada por
células parece ser um dos parametros determinantes (GOLLOB et al., 2008; KAYE; SCOTT,
2011).

Até o momento, as formas clinicas bem caracterizadas da doenca sdo: leishmaniose
cutanea (LC), leishmaniose cutanea-difusa (LCD), leishmaniose mucosa (LM), leishmaniose
mucocutanea (LMC) e leishmaniose visceral (LV) (CUNNINGHAM, 2002; VIEIRA-
GONCALVES et al., 2008). Uma forma menos comum mas de incidéncia crescente é a
leishmaniose disseminada (MACHADO et al., 2011).

A Leishmania tropica, Leishmania major e Leishmania braziliensis causam a LC, que
é a forma mais branda e comum da doenga, caracterizada por lesdes exclusivamente cutaneas,
ulceradas ou ndo, que cicatrizam apds algumas semanas ou meses. A lesdo cutanea ulcerada
Unica € o tipo de apresentacdo mais comum, é arredondada ou ovoide, de tamanho variavel,
com bordas bem delimitadas, elevadas e eritromatosas com fundo granuloso (DE OLIVEIRA-
NETO et al., 2000).



Pesquisadores observaram que Leishmania amazonensis pode causar LCD, que é
caracterizada pela presenca de numerosos nddulos ndo ulcerados, onde os macrofagos estéo
repletos de formas amastigotas. Geralmente 0s pacientes ndo apresentam resposta eficaz a
terapia, ocasionando longa duracdo da doenca e uma progressdo incontrolavel pela deficiéncia
da resposta imunoldgica especifica mediada por células (AZEREDO-COUTINHO et al.,
2007). Alem da LCD, manifestacfes incomuns tém sido descritas, como a leishmaniose
cutanea disseminada (LD), esta é caracterizada pelo aparecimento de mdltiplas lesdes
pleomorficas mas, diferentemente da LCD, apresenta poucos parasitos (TURETZ et al., 2002;
VIEIRA-GONCALVES et al., 2008).

A LM ¢é causada por Leishmania braziliensis, é caracterizada pela lesdo da mucosa sem
0 acometimento cutaneo e resulta da disseminacdo hematogénica ou linfatica de amastigotas
para a mucosa nasal, oral, orofaringe e/ou laringe (HERWALDT, 1999; ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2010). Os individuos acometidos por LM apresentam lesdes
desfigurantes, geralmente localizadas no nariz e na boca, podendo também afetar a laringe e a
traquéia (CASTES; AGNELLI; RONDON, 1984: FARIA, et al., 2005). As complicacbes de
LM incluem a perfuracdo nasal, rouquidao, devido ao comprometimento das cordas vocais e
deformidade da pirdmide nasal. Atualmente a patogénese da LM é pouco compreendida,
parece ser altamente dependente da resposta imune mediada por células. Além disso, a
escassez de parasitos nas lesdes mucosas contribui com esse contexto (LESSA et al., 2001).

A caracteristica da LMC é a lesdo da pele com o comprometimento concomitante da
mucosa. Apresenta manifestacdes distintas da LC e LM, em que o paciente desenvolve 0s
sintomas da LM logo ap6s o aparecimento das lesdes cutaneas e, no entanto, tem uma duracao
mais curta do que a LM (DE OLIVEIRA-NETO et al., 2000). A LMC ¢ causada por
Leishmania braziliensis e apresenta mais de uma lesdo cutanea, podendo estar associada a
resposta imune inapropriada e/ou as caracteristicas da espécie do parasito (DE OLIVEIRA-
NETO et al., 2000).

Na LV ou calazar, a forma mais grave da doenca, desenvolvida por alguns individuos
infectados com Leishmania donovani, Leishmania chagasi e Leishmania infantum os
parasitos apresentam acentuado tropismo pelo bago, figado, medula 6ssea e tecidos linfoides.
Os individuos afetados apresentam saliéncia do abdémen devido ao aumento do figado e do
baco, hemorragia nas mucosas, dificuldades respiratorias e diarréia (CUNNINGHAM, 2002).

Independentemente da forma clinica, as lesdes sdo a consequéncia patoldgica mais
importante da leishmaniose uma vez que, em muitos casos, as lesdes sdo mutilantes e

debilitantes, comprometendo a vida econdmica e social do individuo afetado.



1.4 Uma breve introducdo sobre aspéctos gerais da resposta imunoldgica

1.4.1 Diferenciac&o de linfocitos T CD4"

A imunidade inata baseia-se no reconhecimento de padr6es moleculares associados a
patdégenos por um numero limitado de receptores. Enquanto a imunidade adaptativa permite o
reconhecimento de um repertério ilimitado de antigenos por receptores especificos, acentua os
mecanismos protetores da imunidade inata e os direciona para o local da infec¢do (CLARK et
al., 2006). Em uma doenca cronica, a resposta adaptativa é prevalente, porém a resposta inata
atua concomitantemente. Existem dois tipos de respostas imunoldgicas adquiridas, a
imunidade humoral e imunidade celular, que s&o mediadas por diferentes componentes, as
principais células sdo linfécitos B e T, respectivamente (SHARMA; SINGH, 2009).

O estabelecimento de respostas inata e adaptativa possui um papel fundamental na
leishmaniose. A resposta imune induzida por Leishmania estimula os mecanismos efetores da
imunidade celular. Grande parte dos parasitos escapam da resposta imune humoral por residir
no fagolisossomo dos macréfagos (CUNNINGHAM, 2002; ALMEIDA et al., 2003). Estudos
tém demonstrado que células T prevalecem na composicdo do infiltrado inflamatério de
lesbes de pacientes com LC e LM, seguido por macr6fagos e muito pouco ou ausentes as
células B e natural killer (NK). Esses estudos reforcam o argumento que as células T
desempenham um papel critico na leishmaniose (ESTERRE et al., 1994; RIBEIRO DE
JESUS et al., 1998; BOTTREL et al., 2001).

As células T CD4" podem se diferenciar em células efetoras tipo Thl, Th2, Th3, Th17
e Tregs. A determinacdo desse perfil imunolégico depende de varios fatores, incluindo a
genética do hospedeiro, o tipo de célula apresentadora de antigenos (APC) envolvida na
ativacdo, o tipo de co-receptor e principalmente as citocinas produzidas no momento do
reconhecimento antigénico. No entanto, ja foi claramente demonstrado que as citocinas sao 0s
elementos criticos para determinar a diferenciacdo celular (GOLLOB et al., 1996;
AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004; GUMY; LOUIS; LAUNOIS, 2004). A presenca
predominantemente de citocinas como IFN-ye IL-12 no microambiente tende a levar ao
desenvolvimento de células tipo Thl (PARK; HONDOWICZ; SCOTT, 2000; SCOTT;
HUNTER, 2002). De modo inverso, a presenca predominante de IL-4 e IL-5 tende a levar o
desenvolvimento de células tipo Th2 (GUMY; LOUIS; LAUNOIS, 2004).

As células Tregs em termos mais amplos consistem de subconjuntos de distintas

células T, que se caracterizam por sua capacidade de suprimir a proliferagdo de células T
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efetoras (ENK, 2006). As células Tregs CD4" podem ser classificadas em induzidas, tais
como: células Treg-1 e Th3, caracterizadas pela secrecdo de IL-10 e TGF-$3, que bloqueiam a
proliferacdo de células T CD4" convencionais (LEVINGS et al., 2002; WEINER, 2001). As
células conhecidas como Tregs CD4'CD25", que ocorrem naturalmente, blogueiam a
proliferacdo de células T via interacdo célula a célula (ENK, 2006).

Além dos padrdes de diferenciacdo mencionados, acredita-se que a diferenciacdo para
0 padrdo Th1l7 se d& na presenca de IL-6 e TGF-B, juntamente com IL-23 e IL-1B, que
induzem a diferenciacdo e manutencéo de linfocitos T CD4" em células produtoras de 1L-17
(VOLPE et al., 2008; WILSON et al., 2007 apud BOAVENTURA et al., 2010).

1.4.2 Citocinas TNF-«, IFN-ye IL-10

Em um ambiente inflamatério ha diferentes tipos de citocinas, que podem ser
agrupadas em duas subdivisbes principais de acordo com suas funcgdes, pro e
antiinflamatdrias. A citocina pré-inflamatdria TNF-o € considerada uma das mais importantes
do sistema imune inato e estd envolvida na ativacdo endotelial e inducdo de febre. Esta
citocina € conhecida por ter inimeras propriedades bioldgicas relacionadas a inflamacéao
(RIBEIRO DE JESUS et al.,, 2008); pode ser produzida por células NK, linfécitos T e
macrofagos ativados (BEUTLER, 1995; GOLLOB et al.,, 2008; ROUSE; SEHRAWAT,
2010). A citocina pro-inflamatéria IFN-y também pode ser produzida por linfécitos T, células
B e células NK estimuladas por IL-12 (AKDIS et al., 2011).

A citocina IL-10 ¢ a principal citocina anti-inflamatoria; assim, tem funcédo relevante
por regular respostas inflamatorias e controlar a ativacdo de macréfagos (GOLLOB et al.,
2008). E produzida por mondcitos, células T, células B, macrofagos e células dendriticas
(AKDIS et al., 2011). Sua principal funcdo é modular a resposta imune, inibir os macréfagos
ativados e evitar a exacerbacdo dessa resposta. Esta citocina também é capaz de modular
resposta tipo Th2 (MOCCI; COFFMAN, 1995; MURAILLE; LEO, 1998). A producéo de IL-
10 em ser humano ndo é um fator tipico de células Th2, pois tanto células Thl como Th2 e
Tregs sdo capazes de produzir 1L-10. Além disso, esta citocina inibe a expressdo de IL-12 e

TNF-a, exercendo assim um papel relevante na resposta inflamatoria (AKDIS et al., 2011).

1.5 Infeccéo por Leishmania e a ativacdo de células da resposta inata



A infeccéo pelo parasito é o estimulo inicial para desencadear uma cascata de eventos
que pode favorecer no estabelecimento da lesdo inflamatoria. O recrutamento das células para
o0 sitio inflamatdrio depende de uma reacdo complexa que ocorre em tecidos conjuntivos
vascularizados e envolvem componentes da matriz extracelular e do tecido, vasos sanguineos,
plaquetas ativadas e células circulantes (PETERS et al., 2008; GONCALVES et al., 2011). As
plaquetas desempenham um importante papel na homeostasia em virtude de sua capacidade
de se tornarem ativadas em resposta ao dano do entotélio vascular. Recentemente, foi
observado que na infeccdo por Leishmania major plaquetas ativadas liberam fator de
crescimento que induz a secre¢do de quimiocinas, como CCL2, por leucdcitos,
desempenhando um importante papel na atracdo de mondcitos/macrofagos para o sitio da
infeccdo. Entretanto, os neutrofilos sdo as primeiras células a serem recrutadas
(GONCALVES et al., 2011).

Estudos demonstram que ap6s a inoculacdo da proboscide do flebotomineo fémea, um
robusto e répido recrutamento de neutrofilos é induzido devido ao dano tecidual,
independentemente da presenca de parasitos. De forma semelhante, quando formas
promastigotas da Leishmania sdo inoculadas, também ocorre, rapidamente, a migracdo de
neutréfilos para o local da infecgdo e sucessiva fagocitose desses parasitos (PETERS et al.,
2008). Alguns neutréfilos albergam os parasitos no inicio da infec¢do, mas ndo os eliminam,
estes permanecem viaveis (VAN ZANDBERGEN et al., 2004). Assim, a captac&o inicial de
parasitos por neutréfilos pode ser importante no recrutamento e subsequente modulacdo dos
macrofagos, que sdo células hospedeiras ideais para a sobrevivéncia do parasito (PETERS et
al., 2008).

Os neutrofilos infectados por Leishmania sofrem apoptose apds dois ou trés dias e,
entdo, sdo fagocitados por macréfagos mediante identificacdo de fosfatidil serina na
superficie. A ingestdo de células apoptoticas ndo ativa a funcdo microbicida dos macrofagos,
sendo uma via de entrada ideal e silenciosa da Leishmania nas células do hospedeiro
(AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004). Uma estratégia desenvolvida por estes parasitos para
escapar da resposta imune do hospedeiro € utilizar células apoptéticas como vetores ou imitar
células de mamiferos em apoptose. Alguns destes mecanimos estdo representados na Fig. 2
(NYLEN; GAUTAM, 2010). Outra via silenciosa de internalizagio do parasito nos
macrofagos € por meio do sistema complemento (via alternativa). Provavelmente as
moléculas de superficie LPG e gp63 da Leishmania, que em contato com as unidades C3b e
C3bi do sistema complemento, interagem com os receptores CR1 e CR3 da superficie de

macrofagos, respectivamente (MOSSER; EDELSON, 1987 apud PETERS; SACKS, 2006;
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WRIGHT; SILVERSTEIN, 1983 apud MUNIZ-JUNQUEIRA; PAULA-COELHO, 2008).
No entanto, LPG ndo é extremamente necessario para a ligagdo ou internalizacdo de
promastigotas, uma vez que Leishmania com deficiéncia na sintese de fosfoglicano foi
internalizada com a mesma eficiéncia, embora a presenca de LPG seja necessaria para a
sobrevivéncia intracelular do parasito (MC NEELY; TURCO, 1990 apud LODGE;
DESCOTEAUX, 2005). Existem outros receptores envolvidos na interagdo do macrofago
com Leishmania, tais como receptor de manose-fucose, receptor de fibronectina, dentre outros
(DA SILVA et al., 1988). A fagocitose por opsonizacdo ndo induz respostas pro-inflamatérias
provenientes dos macrofagos, quando comparado com parasitos ndo opsonizados. Isto
favorece maior sobrevivéncia intracelular e crescimento do parasito (PETERS; SACKS,
2006).

Figura 2 — Apoptose: uma forma de evitar a ativagdo da resposta imune do hospedeiro e
promover a sobrevivéncia do parasito

b) Apoptose tardia

a) Parasito apoptético,
facilitando sua sobrevivéncia _
em neutrofilos.

Promastigotas
c) Neutrofilo apoptéticd

Amastigota

——

d) Parasito apoptético

Figura 2: Parasitos apoptdticos juntamente com formas promastigotas viaveis, facilitam a
infeccdo e impedem a ativacdo de neutréfilos (PMN) (a); parasitos retardam a apoptose de
neutrofilos, o que propicia a migracdo de macréfagos (M¢) para o local da infecgdo (b);
entrada silenciosa do parasito em macrofagos através dos neutréfilos apoptéticos (c);
amastigotas viaveis expdem fosfatidil serina e imitam células apoptéticas (d). Isso facilita a
internalizacdo e aumenta a susceptibilidade de macrofagos para o crescimento de
Leishmania (NYLEN; GAUTAM, 2010 - modificado).

Ap0s a fagocitose pelo macréfago, os parasitos se encontram em um vacuolo, que é
inicialmente formado pela invaginacdo da membrana plasmatica, sendo considerado um

fagossomo. Este sofre varias transformacGes e interage com organelas endociticas, cujo
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processo refere-se a maturacdo do fagossomo, que geralmente leva a formacdo de
fagolisossomo ou vacuolo parasitéforo. Uma vez internalizadas, as formas promastigotas
sofrem mudancas bioguimicas e metabdlicas, diferenciando-se na forma amastigota.
(LODGE; DESCOTEAUX, 2005).

A ativacdo dos macréfagos € o primeiro mecanismo para eliminar o parasito
Leishmania, presumivelmente mediada por metabdlitos toxicos de oxigénio, como anion
oxido (Oy), perdxido de hidrogénio (H,O,) e 6xido nitrico (NO). Uma variedade de estimulos
pode induzir alteracbes nas caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e funcionais de
macrofagos ativados. IFN-y atua na producéo de NO através da enzima Oxido nitrico sintase
(iNOS). IFN-y sinergisa com TNF-a e induz a expressdo de iNOS. A ativacdo de iNOS leva a
sintese de NO e morte da Leishmania (AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004, TUON et al.,
2008a, SOUZA et al., 2010). NO ¢é a molécula mais importante responsavel pela destruicdo
dos parasitos Leishmania por macrofagos, esta envolvida com a reatividade inflamatoria e
outros mecanismos como destruicdo tecidual (PANARO et al., 2001). Embora IFN-y e TNF-a.
possam atuar no controle da multiplicacdo do parasito, eles também podem estar envolvidos
na patogénese da doenca, quando sdo produzidos em altos niveis em associacdo com uma
producdo relativamente baixa de IL-10 (RIBEIRO DE JESUS et al., 1998). Desse modo, altos
niveis de IFN-y e TNF-a, uma atividade inflamatoria aumentada, associados a baixa
expressdo de receptor de IL-10 podem ser responsaveis pela resposta inflamatéria ndo
modulada que é observada na LM (FARIA et al., 2005).

Embora o macréfago desenvolva mecanismos efetores que protejam o hospedeiro dos
parasitos intracelulares, estes possuem mecanismos adaptativos que evitam e modulam a
resposta inflamatdria como forma de persisténcia no tecido (AWASTHI; MATHUR; SAHA,
2004). Um fenbmeno crucial para a sobrevivéncia do parasito é a alteracdo das vias de
sinalizacdo de macrofagos e sua expressdo génica, um mecanismo dependente da protease
gp63. Leishmania ao infectar o macréfago, derivado de camundongo, causa clivagem
especifica do fator de transcricdo NF-kB. A clivagem ocorre no citoplasma, o fragmento
resultante migra para o nucleo e, entdo, é capaz de ativar a transcricdo génica para expressdo
de quimiocinas responsaveis pelo recrutamento de macrofagos. Esse mecanismo desenvolvido
por patdgenos intracelulares pode subverter vias regulatorias de macréfagos por alterar a
atividade de NF-xB (GREGORY et al., 2008). Essas alteracGes provocadas pelos parasitos
propiciam sua sobrevivéncia e ap0s sucessivas replicacdes ha o rompimento do macréfago e

liberagcdo de amastigotas.



1.6 Linfdocitos T na leishmaniose humana

Os parasitos fagocitados por células APCs sdo processados e apresentados via MHC
(complexo de histocompatibilidade principal) (LODGE; DESCOTEAUX, 2005). Estas
células migram para o linfonodo e ativam células T “virgens”, presentes em maior quantidade
neste orgdo linféide. A ativacdo dos linfocitos T ocorre mediante sinais distintos. O primeiro
sinal é a ligacao do receptor de células T (TCR), co-receptores CD4 ou CD8, ao MHC-II ou
MHC-I da APC, o que promove o reconhecimento do antigeno. O segundo sinal é promovido
pelas moléculas co-estimuladoras, que propicia a expansdo clonal (MAROOF et al., 2009).
Para que a proliferacdo ndo seja exacerbada, o terceiro sinal é inibitorio, e consiste em
moléculas estruturalmente homologas as moléculas co-estimuladoras com funcéo de inibir a
ativacdo de células T (GRAY et al., 2006). Desse modo, seu papel envolve o controle das
respostas destas células. As células T que foram especificamente ativadas pelo antigeno,
executam funcdes efetoras e sdo capazes de produzir citocinas e substancias citotdxicas que
levam a eliminacdo do antigeno. Estas células saem do o6rgdo linfoide, caem na corrente
sanguinea e migram para o sitio da infecgdo para exercerem suas funcées (XIN et al., 2011).

Os linfécitos T e B antigeno-especificos recrutados podem permanecer no sitio de
infeccdo por varios dias. Este recrutamento celular acontece em resposta a mediadores
sollveis, como as quimiocinas e citocinas, que sdo produzidos por células presentes no local
onde se estabelece a inflamacdo (PETERS; SACKS, 2006; DEAK et al., 2010).

Durante a fase de ativacdo dos linfocitos T, os eventos que culminam com o
reconhecimento do antigeno, sdo mediados por moléculas distintas, dentre elas o TCR.
Existem duas linhagens de linfocitos T, provenientes de um progenitor linféide comum, que
séo caracterizados por apresentarem dois tipos distintos de TCRs, aff e yd (XIN et al., 2011).
A maioria das células T que expressa 0 receptor ap também expressa 0s co-receptores CD4
ou CD8, que sdo expressos em minoria pelas células v5. Além disso, existe uma sub-
populacdo minoritaria de células T que ndo expressa a molécula CD4 nem CDS8, assim
denominadas duplo-negativas (DN) e podem expressar ambos TCRs, aff ou yd (GOLLOB et
al., 2008).

Na leishmaniose humana, as células DN foram consideradas o segundo tipo celular
mais relevante na producgdo de IFN-y, uma vez que células T CD4" sdo responsaveis pela

maior producdo dessa citocina (BOTTREL, 2001). E importante ressaltar que células T DN
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of estimuladas com antigeno solivel de Leishmania apresentaram alta razdo IFN-y e TNF-
o/IL-10, enquanto as células T DN v5 apresentaram alta produgdo de IL-10 em relagdo ao
IFN-y e a0 TNF-a.. Com isso, parece que o papel de células T DN of3 esta relacionado com a
ativacdo da atividade leishmanicida e possivelmente na evolucdo da leishmaniose (se ndo for
regulada), enquanto as celulas T DN yd parecem estar mais relacionadas a regulagdo dessa
atividade (ANTONELLI et al., 2006 apud GOLLOB et al., 2008).

Recentemente estudos demonstraram que les6es de pacientes com LM apresentaram
um infiltrado inflamatério mais intenso do que o observado em pacientes com LC,
caracterizado pela presenca de linfocitos T CD4" e CD8" (FARIA et al., 2005). As distintas
fases da evolucdo da leishmaniose apresentam diferencas no perfil de subpopulacGes
linfocitarias. As caracteristicas funcionais dos linfocitos T circulantes reativos para
Leishmania braziliensis, em pacientes com LC apresentam na fase ativa da doenca, uma
maior frequéncia de células T CD4" e uma mistura do perfil da producéo de citocinas (tipo 1 e
tipo 2) (DA-CRUZ et al.,, 2002). Estudos em pacientes com leishmaniose tegumentar,
infectados por L. braziliensis, sugerem que a resposta celular do tipo Thl exacerbada esta
associada a forma grave da doenca, a LM (DA-CRUZ et al., 2005). Faria e colaboradores
(2005) demonstraram que lesdes de pacientes com LM apresentam maior intensidade de
expressdo de IFN-y em relacdo aos pacientes com LC. Além disso, foi observado maior
frequéncia da expressdo de IFN-y por células T CD4" associada as maiores lesbes de
pacientes com LC, sugerindo a participacdo desta citocina na evolucdo da patogénese
(ANTONELLI et al., 2005 apud GOLLOB et al., 2008).

A interleucina 17 é produzida predominantemente por células Th17 (BACELLAR et
al., 2009). Poucos estudos tém avaliado o papel da IL-17 em doencas infecciosas humanas, e
ndo se sabe se essa citocina participa como um mecanismo de defesa ou na patogénese dessas
doencas. Bacellar e colaboradores (2009) mostraram que linfécitos obtidos de pacientes com
LC e LM produzem niveis mais altos de IL-17 do que os linfécitos de individuos ndo
infectados. Além disso, observaram que, em lesdes de pacientes com LM, houve uma
tendéncia do aumento de células que expressam IL-17, em comparacdo com as lesdes de
pacientes com LC, e houve correlacdo direta entre o numero de células expressando IL-17 e a
presenca de inflamacdo celular no sitio da lesdo. Estes dados sugerem que IL-17 esta
envolvida na patogénese da leishmaniose.

Durante a evolugdo da leishmaniose humana, além dos diferentes perfis imunolégicos,

foi observado que, pacientes com LC submetidos a tratamento apresentaram um aumento das
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células T CD8" e um declinio de células T CD4" no fim da terapia. Enquanto nos pacientes
com LM, esse fendmeno foi observado, aproximadamente, seis meses apos a terapia. Esses
eventos podem estar relacionados a gravidade da LM, levando a longos periodos para
resolucdo das lesbes apds o tratamento. Desse modo, parece que 0 processo de cura da
leishmaniose esta associado com um aumento de células T CD8" (DA-CRUZ et al., 2002).
Por outro lado, foi observado que pacientes com LM ndo tratados apresentaram maior
atividade citotoxica por células T CD8", quando comparado com os pacientes com LC.
Possivelmente esta alta toxicidade pode estar associada ao dano tecidual e a gravidade da
forma mucosa (BRODSKYN et al., 1997). Assim, o papel de células T CD8" ainda é
controverso e possivelmente diferente em formas clinicas distintas ou em estéagios distintos da
infeccdo.

As células T CD8" ativadas atuam como células T citotdxicas que liberam granulos
liticos apds o reconhecimento do antigeno na superficie da célula-alvo. Desse modo, 0s
linfocitos T citotoxicos utilizam um mecanismo rapido de morte celular (PINKOSKI;
GREEN, 2003). As células T CD8" podem destruir a célula-alvo tanto por liberar o contetido
dos granulos liticos na via de exocitose de citotoxidade, como pela ligacdo de receptores de
morte da superficie celular, tais como os membros da familia de receptores de fator de
necrose tumoral (RTNF), incluindo FasR (CD95). A apoptose via receptor de morte é
mediada por caspase e alguns mecanismos da via de citotoxidade mediada por granulos,
ocasiona a morte celular independente de caspase (LIEBERMAN, 2003).

Os granulos liticos sdo lisossomos modificados que contém proteinas efetoras
citotoxicas. Essas proteinas sdo as perforinas, formadoras de poros, e uma familia de
proteases serinas conhecidas como granzimas. Com o auxilio das perforinas, as granzimas séo
interiorizadas as células alvos e clivam substratos criticos para iniciar a destruicdo do DNA e
sucessiva morte celular. As granzimas mais abundantes sdo granzima A e B, elas induzem a
morte celular rapidamente por vias alternativas que néo se sobrepdem (FAN; ZANG, 2005).

A atuagédo da granzima A junto com a perforina induz a morte celular independente de
caspase, apresentando alguns fatores de apoptose, tais como: condensacdo da cromatina,
fragmentacdo nuclear, externalizacdo de fosfatidil serina na membrana plasmatica e perda do
potencial transmembrana da mitocéndria (LIEBERMAN, 2003). Outros relatos indicam que
granzima A pode ativar macrdfagos a secretar citocinas e provavelmente atuar na degradacao
de proteinas extracelulares da matriz celular, que pode ocasionar a destruicdo tecidual
(SOWER et al., 1996). Granzima A também pode estar envolvida na progressdo de lesdes em

pacientes com leishmaniose. Foi observado que pacientes com LC em estagio tardio
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expressam significativamente niveis mais elevados de granzima A do que pacientes em
estagio inicial. A expressdo de granzima A é evidente em pacientes com LC e é mais
abundante em les6es de pacientes com a forma clinica mais grave, a LM, sugerindo assim a
relevancia do papel dessa molécula citotdxica na progressdo da lesdo e destruicdo tecidual em
humanos (FARIA et al., 2005; FARIA et al., 2009).

Desta forma, estudos que venham a compreender os mecanismos imunolégicos
envolvidos na LM sdo de extrema importancia, visto que a resposta inflamatéria  néo

modulada pode estar relacionada a destrui¢do grave do tecido.

1.7 Tratamento da leishmaniose

Desde o inicio do século 20, a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) recomenda a
administracdo de antimonial para o tratamento da leishmaniose. Porém, distintas orientacfes
terapéuticas existem em diferentes paises e regides do mundo, que sugerem a complexidade
da abordagem terapéutica na leishmaniose. Uma vez que estamos diante de um aumento da
resisténcia aos medicamentos disponiveis em algumas regiGes, uma discussao global é
necessaria para melhorar a utilizagdo dos medicamentos disponiveis e no desenvolvimento de
novas drogas (GOTO; LINDOSO, 2010). Além disso, ha diferencas entre as vérias espécies
de Leishmania, suscetibilidade as drogas, manifestaces da doenca, bem como a variacdo da
resposta imune do hospedeiro ou a propriedade farmacocinética das drogas que influencia na
eficacia e escolha da terapia (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).

O tratamento mais comumente descrito e recomendado como primeira escolha pela
OMS para leishmaniose é baseado nos antimoniais. No entanto, em alguns paises, a droga de
escolha que tem sido utilizada no tratamento para leishmaniose é anfotericina B. A
Pentamidina tem sido usada com sucesso para o tratamento de LC e LM em algumas regides
da América do Sul (GOTO; LINDOSO, 2010).

O Antimdnio Pentavalente (SbY) est4 disponivel em duas formas: antimoniato de
meglumina, conhecido comercialmente como Glucantime® e estibogluconato de sédio,
conhecido comercialmente como Pentostam®. Glucantime® foi desenvolvido em 1945 e é a
droga mais comumente usada no Brasil (AMATO et al., 2008).

O antimonial pentavalente ndo pode ser administrado por via oral; a OMS recomenda
uma dose de 20mg/Kg ao dia com aplicagdo intramuscular ou intravenosa por 30 dias,

podendo ocasionar em uma eventual hospitalizacdo. O mecanismo de acdo do antimonial ndo
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é totalmente claro (MUNIZ-JUNQUEIRA; PAULA-COELHO, 2008), mas geralmente é
aceito que todos os antimoniais pentavalentes sdo pré-drogas que exigem a reducdo bioldgica
para a forma trivalente (Sb") para a atividade leishmanicida (CROFT; SUNDAR;
FAIRLAMB, 2006). Foi observado em modelo murino que a acdo de Sb" depende de alguns
fatores, incluindo a participacdo das populacdes de linfocitos T e citocinas (MUNIZ-
JUNQUEIRA; PAULA-COELHO, 2008). Portanto, sugere-se que a atividade de Sh¥ possa
eliminar os parasitos por mecanismos dependentes da resposta imune do hospedeiro. Os
principais efeitos colaterais sdo artralgia e mialgia, porém efeitos colaterais graves podem
ocorrer como a cardiotoxicidade ou insuficiéncia renal, principalmente em pacientes idosos
(GROGL; THOMASON; FRANKE, 1992; GOTO; LINDOSO, 2010). Essa droga €
considerada como satisfatoria para o tratamento de LC. Em LM, a taxa de cura varia de 30-
90% com antimoniais, dependendo do pais e da dose utilizada. Também foram observados
recorréncia, longo curso de terapia e a necessidade de pesquisas com a administragdo de
outros agentes antileishmanicidas associados ao ShY, para maior eficacia no tratamento de
LM (FRANKE et al., 1990; ROMERO et al., 1998; AMATO et al., 2009).

No Brasil, anfotericina B é a segunda droga de escolha para o tratamento de LM. Esta
comercialmente disponivel em quatro formas: anfotericina B desoxicolato (Fungizon®),
anfotericina lipossomal (AmBisome®), anfotericina dispersdo colesterol (Anfocil®),
anfotericina complexo lipidico (Abelcet®) (AMATO et al., 2008). Foi observado que o
tratamento com anfotericina B ocasiona menor recorréncia quando comparado ao tratamento
com ShY, e inclusive, na maioria dos casos em que anfotericina B foi escolhida, isto ocorreu
apenas devido a resisténcia as drogas antimoniais (BROWN et al., 2005; AMATO et al.,
2008). A anfotericina B é considerada a droga mais eficaz no tratamento da LM, mas evita-se
0 seu uso devido ao seu principal efeito colateral que é insuficiéncia renal aguda (AMATO et
al., 2009). O modo de acdo dessa droga estd associado a sua toxicidade: ela se liga ao
ergosterol da membrana do parasito Leishmania, provocando sua morte, mas também em
menor quantidade, liga-se ao colesterol humano. Além deste mecanismo, anfotericina B tem
efeitos imunomoduladores. O uso de formulacdes lipidicas permite a reducdo dos efeitos
toxicos e torna possivel a infusdo de doses mais elevadas. Entretanto, essas formulagdes sdo
relativamente caras e, portanto, fora do alcance de pacientes em areas endémicas. As doses
adequadas ainda ndo foram determinadas, além da variabilidade conforme a formulagdo. A
via de administracdo de todas as formulagdes de anfotericina B existentes é parenteral, isto
ocasiona uma possivel internacdo ou varias visitas clinicas. Pesquisas estdo sendo

desenvolvidas para melhorar o uso de anfotericina B; de particular importancia sdo as
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tentativas de produzir derivados para o tratamento oral, que diminuird os custos de internagdo
e facilitara a administracdo em criancas e idosos (GOLENSER; DOMB, 2006).

Pentamidina € utilizada com sucesso no tratamento de LM. Essa droga interfere na
sintese do DNA do parasito, provavelmente modificando a morfologia do cinetoplasto e
induzindo a fragmentacdo da membrana mitocondrial, levando & morte do parasito (AMATO
et al., 2008). Os principais efeitos adversos de Pentamidina s&o: hipo e hiperglicemia (GOTO;
LINDOSO, 2010).

Nas Gltimas duas décadas, mais atencdo tem sido dedicada para a pesquisa de drogas
com via de administracdo oral. Uma dessas drogas é a Miltefosina, um composto anticancer
usado no tratamento de LV (MACHADO et al., 2010). H& poucos relatos deste tratamento
para leishmaniose tegumentar (GOTO; LINDOSO, 2010). A eficacia clinica de Miltefosina
para LC difere entre espécies de Leishmania e também entre as mesmas espécies de distintas
areas endémicas. Miltefosina apresenta efeitos colaterais como nauseas, vOmito e dor
abdominal em pacientes com LC (MACHADO et al., 2010).

Az0is sdo inicialmente designados para tratar infeccGes fungicas, mas também sdo
utilizados para o tratamento de leishmaniose tegumentar. Pesquisadores tém investigado a
eficacia de componentes azois no tratamento de LC. Esses componentes antiflingicos incluem
duas diferentes classes: imidazolicos (cetoconazol) e triazélicos (fluconazol, itraconazol). Eles
apresentam o mesmo espectro antifungico e mecanismo de agdo, mas os triazolicos sdo
metabolizados mais lentamente e sdo menos toxicos que os imidazélicos (MORELLI et al.,
2004). Uma grande vantagem destes compostos é que eles podem ser administrados por via
oral e o perfil dos efeitos colaterais é consideravelmente menos téxico, comparado com dos
antimoniais pentavalentes. Parece que o cetoconazol oral pode ser eficaz no tratamento da
leishmaniose na forma clinica mais branda, a LC. Nao ha estudos sobre o uso de triazdis
para o tratamento de LC e, portanto, esses agentes ndo podem, atualmente, ser
recomendados (MITROPOULOS; KONIDAS; DURKIN-KONIDAS, 2010).

Paromomicina também é conhecido como aminosidina, um aminoglicosideo usado no
tratamento para LC (KHATAMI et al., 2007). E comercializado como uma droga oral
antiparasitaria e como agente antileishmaniose tépico. Paramomicina injetavel foi
experimentalmente utilizado para o tratamento de LV e, em geral a aplicacdo local € para o
tratamento de LC (MITROPOULOS; KONIDAS; DURKIN-KONIDAS, 2010). A pomada
paromomicina foi considerada uma grande conquista devido ao seu custo relativamente baixo

e de facil aplicacdo, o que elimina a necessidade de injecdo (KHATAMI et al., 2007).

15



Azitromicina apresenta atividade no tratamento da leishmaniose, mas 0os mecanismos
de acdo nédo sdo conhecidos. Estudos demonstram que a taxa de cura foi de 85% dos pacientes
com LC infectados por L. braziliensis tratados com Azitromicina. A eficacia dessa droga
sugere que esse medicamento pode ser uma boa opcdo terapéutica para o tratamento de LC
causada por L. braziliensis, especialmente considerando-se a relacdo custo-beneficio e o fato
de que a medicacao ¢é de facil administracdo, por via oral e dose Unica diéria. No entanto, é
necessario realizar mais estudos a fim de determinar o sucesso desse tratamento. Tanto em
relacdo aos pacientes que apresentam a forma clinica mucosa, como a infeccdo por demais
espécies de parasitos (PRATA et al., 2003).

Alopurinol isoladamente ou em associacdo com antimoniais é utilizado para tratar a
leishmaniose. A droga ndo foi eficaz quando utilizada isoladamente (VELEZ et al., 1997);
além disso, em associacdo com doses baixas de antimoniais, o tratamento obteve resultados
semelhantes aos obtidos com apenas Sb¥ (LLANOS-CUENTAS et al., 1997).

Varios outros medicamentos, como Dapsona, Rifampicina, Cloroquina e Nifurtimox
foram propostos como alternativas de tratamento para leishmaniose. No entanto, a aplicacédo
destes ndo é amplamente aceita, uma vez que a eficacia do tratamento ndo é convincente e a
experiéncia com a utilizacdo € limitada (MITROPOULOS; KONIDAS; DURKIN-
KONIDAS, 2010).

A Organizacdo Mundial da Saude classificou a leishmaniose como uma das principais
doencas tropicais. Uma vacina eficaz ndo esta disponivel e a quimioterapia € a Unica forma
eficaz de tratar todas as formas da doenca (EL-ON, 2009; MODABBER, 2010; MONZOTE,
2011). Atualmente a terapia é tdxica, de alto custo, e a resisténcia emergiu como um problema
grave, que obrigou a busca de novos agentes antileishmanicidas. Diante deste contexto, um
esforco consideravel tem sido dedicado ao desenvolvimento de vacinas, mas este mercado é
limitado, uma vez que o custo atual de desenvolvimento de uma vacina foi estimado em
centenas de milhdes de dolares e o financiamento para o desenvolvimento da vacina humana é
minimo (MODABBER, 2010; MONZOTE, 2011). Pesquisadores demonstraram resultados
promissores, mas diante do tratamento com antimoniais, a imunoterapia € menos eficiente e
mais prolongada. Entretanto, pode ser utilizada quando antimoniais sdo contra-indicados ou
s&o considerados ineficazes (MAYRINK et al., 1992; HERNANDEZ et al., 2006; COLER et
al., 2007). Pesquisadores revisaram avancos de drogas antileishmanicidas e analisaram
patentes de 01/1969 a 12/2009, que foram classificadas como vacinas, imunomoduladores e
drogas. Entre elas, o percentual maior foi atingido pelas drogas, representando 68% das

patentes. Neste momento, o cendrio da quimioterapia na leishmaniose € mais promissor do
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que nunca. No entanto, 0s avangos na compreensdo dos caminhos metabdlicos e novos alvos
de drogas, poderiam oferecer novas alternativas para o tratamento da leishmaniose
(MONZOTE, 2011).

A forte associacdo entre a resposta imune do hospedeiro e a patogenia da infecgdo por
Leishmania, faz com que a modulacdo da resposta imune seja uma das estratégias mais
estudadas para o controle e a prevengdo da leishmaniose. O uso de citocinas ou de seus
bloqueadores na leishmaniose foram estudados em varios ensaios clinicos, em funcdo da
imunopatogénese da doenca e das dificuldades com uso convencional do antimonial
pentavalente. O fator de crescimento de coldnias de granulécitos e mondcitos (GM-CSF) foi
utilizado como terapia adjuvante ao antimonial (ALMEIDA; BRITO; MACHADO, 2005). O
GM-CSF é uma proteina produzida pelas células T ativadas, por macrofagos, células
endoteliais e células estromais da medula 6ssea que atuam sobre os progenitores da medula
Ossea para aumentar a producdo dos leucécitos inflamatorios (LIESCHKE; BURGESS,
1992). Estudos demonstram que pacientes tratados com GM-CSF e ShY foram curados mais
rapidamente do que pacientes tratados somente com Sb¥ (ALMEIDA et al., 1999). Inclusive a
aplicacdo topica de GM-CSF como adjuvante a terapia antimonial, demonstrado por Santos e
colaboradores (2004), apresentou reducdo do tempo de cura no tratamento de pacientes com
LC. Além disso, um estudo obteve éxito ao utilizar GM-CSF associado a imunoterapicos para
o tratamento de pacientes com LM, que apresentaram uma histéria de falha terapéutica do uso
de antimonial (BADARO et al., 2006).

A pentoxifilina (Ptx), conhecida comercialmente como Tentral® é utilizada e
desenvolvida para o tratamento de doenca vascular periférica, é capaz de agir em diversos
tipos celulares, incluindo macréfagos e neutrofilos. Entre as principais acfes celulares
determinadas por essa droga, consta a modulacdo da producdo de citocinas. Ptx pode inibir a
sintese de TNF-a por macr6fagos murinos (LIN et al., 2004) e a sintese de IFN-y (LUNA et
al., 2011). Estas observacbes indicam que Ptx age por estimular alteracdes nas respostas
celulares tipo Thl e Th2 (DE SA OLIVEIRA et al., 2000). Recentemente, foi demonstrado
que Ptx apresenta efeitos benéficos promissores. Luna e colaboradores (2011) observaram que
Ptx inibiu a sintese de TNF-a e IFN-y em células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) de pacientes com HTLV-1 (Human T lymphotropic virus type 1). Este virus induz
um aumento da producdo de citocinas pro-inflamatorias por células T, ocasionando uma
destruicdo tecidual nas doencas relacionadas ao HTLV-1. Asvadi e colaboradores (2011)

observaram que Ptx pode proporcionar protecdo renal aos pacientes que desenvolvem
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nefrotoxicidade como efeito colateral de tratamento toxico, uma vez que Ptx pode agir como
antiinflamatério e antioxidante. J& Thair e colaboradores (2011) desenvolveram ensaios
clinicos randomizados, sugerindo que Ptx pode tornar-se um novo caminho clinico na terapia
de pacientes com cirrose hepatica. A producdo excessiva de TNF-a desempenha um papel
importante na progressdo desta doenca e esta associada ao aumento da mortalidade. Portanto a
intervencdo com Ptx pode melhorar a taxa de sobrevivéncia.

Pentoxifilina é utilizada em associacdo com antimoniais para tratar pacientes com LC
e LM. Estudos demonstraram o uso de Ptx associado ao Sh", onde 09 dos 10 pacientes com
LM apresentaram cura das lesdes em 90 dias ap0s a terapia com completa reepitelizacdo do
tecido. Os niveis de TNF-a antes da terapia foram de 7761342 pg/ml para 94+57 pg/mL em
60 dias apds a terapia, concluiu-se que houve significativa reducdo do tempo de cura e evitou
a necessidade de outros tratamentos com Sbh¥ (LESSA et al., 2001; MACHADO, et al., 2007).
A deteccdo de altos niveis de TNF-a durante a doenca ativa e a sua queda apos o tratamento e
cura também sugere que a producdo excessiva dessa citocina seja um dos fatores associados a
progresséo da doenca (DA-CRUZ et al., 1996). Desta forma, o uso de Ptx se torna atraente no
tratamento da leishmaniose, pois apresenta baixo nivel de toxicidade e um bom efeito
supressor de TNF-o, que preserva a viabilidade das células. Pesquisadores sugerem que 0 Uso
de Ptx associado ao ShY, deve ser a terapia de escolha para o tratamento de LM, até mesmo
para 0s pacientes que apresentam falha na terapia de SbY (RIBEIRO DE JESUS et al., 2008).

O emprego de terapias imunomoduladoras tem apresentado resultados interessantes,
devido a reducdo das doses do antiménio e do tempo de cura. No entanto, 0S mecanismos
celulares envolvidos com o sucesso desses tratamentos ndo sdo conhecidos. Compreender
como agem essas drogas do ponto de vista celular é fundamental, uma vez que este
conhecimento poderd inclusive nortear a busca de novas estratégias preventivas ou
terapéuticas, que direcionem a resposta para um perfil de cura e resolucdo das lesdes. Nossa
hipétese de trabalho é que o sucesso da terapia de Ptx como adjuvante ao SbY esteja
associado as alteracfes no sitio da lesdo, influenciando nas fungdes das populacdes celulares
que contribuirdo para o processo de sua resolugédo. Esse trabalho pode abrir novos campos
para a pesquisa na intervencdo do tratamento alternativo da leishmaniose, 0 que poderia

beneficiar pacientes com leishmaniose tegumentar.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos do uso de antimdnio pentavalente (SbY) e pentoxiflina (Ptx), de

forma isolada e associada, caracterizando comparativamente o infiltrado inflamatorio de

lesbes de pacientes com leishmaniose mucosa infectados por Leishmania braziliensis, pré e

pos-tratamentos (Sb" e ShY associado & Ptx).

2.2 Objetivos especificos

Em lesdes de pacientes com leishmaniose mucosa infectados por Leishmania braziliensis,

pré e pés-tratamentos (Sb" e SbY associado & Ptx), propusemo-nos a:

a)
b)
c)

d)

f)

avaliar aspectos histopatoldgicos;

avaliar a intensidade do infiltrado inflamatorio;

avaliar a composicdo do infiltrado inflamatorio, determinando o nimero de células T
CD4", T CD8" e macrofagos CD68™;

avaliar o numero de células que expressam as citocinas IFN-y, TNF-o, IL-10 e a
molécula citotdxica granzima A e suas fontes produtoras;

avaliar se existe correlacéo entre a intensidade do infiltrado inflamatério e a frequéncia
das populagdes celulares T CD4", T CD8" e CD68", a expressdo das citocinas IFN-y,
TNF-a, IL-10 e a molécula citotdxica granzima A;

avaliar se existe correlagdo entre a frequéncia das populacbes celulares T CD4", T
CD8" e CD68" e a expressdo das citocinas IFN-y, TNF-a,, IL-10 e a molécula

citotoxica granzima A.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecéo dos pacientes

Os individuos que se voluntariaram para este estudo, foram selecionados na area
endémica para leishmaniose, Corte de Pedra, a aproximadamente 400 Km de Salvador, Bahia,
local onde todas as amostras foram coletadas. O diagndstico, cuidados clinicos e tratamento
dos pacientes foram responsabilidade do Dr. Edgar Carvalho, do Hospital Edgar Santos
(UFBA, Salvador, BA). O tratamento foi oferecido a todos os pacientes, independentemente
de sua participacdo no projeto. Os critérios de selecdo dos pacientes foram baseados em
exames clinicos, soroldgicos, reacdo de Montenegro e parasitologicos. Portadores de outras
doencas parasitarias e/ou desordens imunoldgicas e mulheres gravidas foram excluidos do
estudo. Para avaliar o que foi proposto no objetivo geral (comparacao das caracteristicas do
infiltrado inflamatorio de lesdes de pacientes com leishmaniose mucosa antes e apds 0s
tratamentos com Sh" e Sb" associado a Ptx) foram coletadas amostras, por meio de biépsias,
das lesdes de dez pacientes que apresentavam a forma clinica mucosa. Cinco pacientes foram
tratados com Sb" e cinco com SbY associado & Ptx. Foram obtidas duas amostras de cada
paciente para andlise antes e apds os tratamentos. Os dados clinicos dos pacientes envolvidos
no estudo sdo apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 — Caracteristicas clinicas dos pacientes com LM avaliados neste estudo

Identificacéo Data da coleta Sexo Idade | Cicatrizacdo | Tratamento
(Pbs-tratamento) (anos) total (dias)
19913 20/11/09 Masculino | 47 90 Sh¥
20099 18/12/09 Masculino 45 60 ShY
20166 08/01/10 Masculino | 60 120 ShY
19748 21/08/09 Masculino 30 ND ShY
18217 25/07/08 Feminino 37 30 ShY
20651 09/04/10 Feminino 65 30 ShY + Ptx
13418 26/10/07 Feminino 48 60 Sh” + Ptx
18621 10/10/08 Masculino 27 60 SbY + Ptx
19795 02/10/09 Feminino 21 180 ShY + Ptx
17948 15/02/08 Masculino | 51 90 Sh” + Ptx

ND = N&o determinado;
A coleta do material também foi realizada antes dos tratamentos.
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3.2 Coleta do material e obtencéo dos cortes

As lesbes mucosas foram obtidas por excisdo de fragmentos de aproximadamente 3
mm usando bisturi apos aplicacdo de anestesia local. Apds a coleta das amostras, retirou-se
um pequeno fragmento para confirmacdo da infecgdo por Leishmania braziliensis através da
técnica de PCR (realizado no Servico de Imunologia, Hospital Universitario Edgar Santos,
UFBA). Outro fragmento era reservado para este estudo.

As amostras de pacientes com leishmaniose mucosa foram embebidas, por 30 minutos,
em solucéo de sacarose 30% a 4°C. Logo ap0s, as amostras foram transferidas para o0 meio de
inclusdo Tissue-Tek e imediatamente colocadas em gelo seco. Apos aproximadamente 08
horas, as amostras foram transferidas para o freezer -80°C, onde permaneceram até o
processamento. Fragmentos de 4-5um obtidos no criostato foram colocados em laminas
siliconadas da marca Micro Slides (Empresa VWR Scientific) e fixados em acetona a 4°C por

10 minutos.

3.3 Coloracao histoldgica

Para certificarmo-nos da qualidade e preservagdo do tecido, um fragmento de cada
corte foi submetido a coloracdo histolégica por hematoxilina (Merck)/eosina (Vetec). Apds a
fixacdo com acetona (Merck), as laminas foram submetidas a 05 banhos de agua corrente por
03 minutos cada e, posteriormente, coradas com hematoxilina. Em seguida, as laminas foram
submetidas a 01 banho de &gua corrente por 15 minutos e, entdo, coradas com eosina. Foi
realizada uma sequéncia de banhos com alcool (Synth) 70%, 80%, 85%, e 03 banhos com
alcool (Synth) 95% para que os cortes fossem desidratados, retirando todo o resquicio de agua
para posteriormente entrar em contato com o xilol. Em seguida, os cortes foram passados por
03 banhos de xilol (Synth) para diafanizacdo (clareamento do tecido) e, finalmente, as laminas

foram montadas com Entellan (Merck).

3.4 Analises histopatoldgicas das imagens por Microscopia Optica

As imagens foram obtidas por microscopia Optica utilizando-se camera Q Color 3 —
Olympus acoplada ao microscopio Olympus BX51 e o software Image Pro-express com
objetiva no aumento de 40X. Foram capturados trés a oito campos para cada lamina. Os dados

foram armazenados em CDs para serem analisados posteriormente. O processamento e analise
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das imagens foram realizados utilizando o programa Image J (1.43 U). As células foram
quantificadas, de acordo com morfologia dos nucleos, em trés ou oito campos e,

posteriormente, foi realizada a média por nimero de campos.

3.5 Reac0es de imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia indireta para os marcadores intra e extracelulares (IFN-y, 1L-10,
TNF-a, granzima A, CD4, CD8 e CD68) foi realizada utilizando cortes com 5 um de
espessura em laminas siliconadas da marca Micro Slides (Empresa VWR Scientific). Os
anticorpos que foram utilizados neste estudo s&o apresentados no Quadro 2 e as combinagdes

utilizadas em cada ensaio no Quadro 3.

Quadro 2 — Especificacbes dos anticorpos utilizados para a técnica de
imunofluorescéncia indireta

Anticorpos Marca Fluorocromo Isotipo/clone Diluicao
IFN-y BDPharmingen PE lgG1,k/4S.B3 1:15
Granzima A BDPharmingen PE IgG1/CB9 1:5
TNF-a BDPharmingen PE 1gG1,k/IMAb11 1:10
IL-10 R&D - lgG1 1:40
Streptavidina | BDPharmingen PE Streptavidin/RPA-T4 1:70
CD4 Biosource FITC 19G2a/S3.5 1.5
CD8 Biosource FITC 1gG2a/3B5 1.5
CD68 Caltag, Invitrogen FITC IgG1/GM4152 1:10
Cl Caltag PE IgG1/ICIGG1 1:10
BDPharmingen FITC 1gG2a/X39 1:10

PE — Ficoeritrina;

FITC — Isotiacianato de fluoresceina;
Cl — Controle de Isotipo.

Quadro 3 — Combinagdes de anticorpos utilizados para imunofluorescéncia indireta

Controles de isotipo FITC/PE

CD4 FITC/IFN-y PE

CD8 FITC/ Granzima A PE

CD68 FITC/ TNF-a. PE

CD68 FITC/IL-10 PE
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Apos a realizagdo dos cortes em criostato e montagem das laminas, foram realizadas
as reacOes de imunofluorescéncia utilizando a metodologia semelhante a utilizada por Faria et
al (2005). Os cortes para imunofluorescéncia foram submetidos a uma sequéncia de 05
banhos com duracdo de 3 minutos cada, em PBS. Para reduzir as marcacdes inespecificas, 0s
cortes foram incubados com PBS/BSA 3% durante 30 minutos. Em seguida, foram
adicionados anticorpos monoclonais, para as citocinas, marcados com fluorocromo PE,
diluidos em PBS/BSA 3%. Os cortes foram incubados overnight (= 15 horas) a 4°C.
Posteriormente, foram realizadas sequéncias de 05 banhos com duracdo de 3 minutos cada,
em PBS, e secagem de laminas. Novamente os cortes foram incubados com PBS/BSA 3%
durante 30 minutos. Em seguida, foi adicionado o anticorpo secundario para amplificacdo do
sinal com excecdo das marcagbes com anticorpos biotiniliados que foram marcados com
streptavidina PE, ambos diluidos em PBS/BSA 3% por 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram realizadas sequéncias de 05 banhos com duracdo de 3 minutos cada,
em PBS, e secagem de laminas. Novamente os cortes foram incubados com PBS/BSA 3%
durante 30 minutos. Em seguida, foram adicionados os anticorpos monoclonais marcados
com fluorocromo FITC, diluidos em PBS/BSA 3% por 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram realizadas sequéncias de 05 banhos com duracdo de 3 minutos cada,
em PBS, e secagem de laminas. Novamente os cortes foram incubados com PBS/BSA 3%
durante 30 minutos. Adicionou-se, entdo, DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole,
dihydrochloride — SIGMA) diluido em PBS/BSA 3% durante 40 minutos e uma nova etapa de
cinco banhos com duracdo de 3 minutos cada em PBS. As laminas foram montadas com
Hydromount (National Diagnostics) e permaneceram a 4°C, protegidas da luz, até o momento
da aquisicdo no microscopio confocal a laser (Zeiss). Em uma lamina de cada paciente foram
feitos dois controles da reacdo para descartar a ligacdo inespecifica do anticorpo primario e
secundario. No primeiro controle, um corte foi incubado com CI (overnight a 4°C), seguido de
05 banhos com duracdo de 3 minutos cada e adicionado o anticorpo secundario. No segundo
controle, um corte foi incubado com PBS/BSA 3%, e, em seguida foram realizadas

sequéncias de 05 banhos com duragdo de 3 minutos cada e adicionado o anticorpo secundario.

3.6 Microscopia Confocal

As imagens foram obtidas por microscopia confocal (Zeiss 510 META, Germany)
utilizando o software LSM 510 acoplado a um microscopio Zeiss (Axiovert 200M) com

objetiva de imersdo em 0Oleo (40X). O processamento e anélise das imagens foram realizados
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utilizando os programas Zeiss LSM Image Browser (Zeiss), Adobe Photoshop CS4 (11.0) e
Image Tool (3.00). Os dados foram digitalizados e armazenados em CDs para posteriormente
serem analisados. Foram capturados cinco ou trés campos em microscopia confocal para cada

lamina utilizando comprimentos de onda especificos para FITC, PE e DAPI.

3.7 Analises das imagens obtidas por Microscopia Confocal

Foram capturadas, aleatoriamente, cinco ou trés imagens de cada individuo em
microscopio confocal (Zeiss 510 META) com filtros especificos para FITC, PE e DAPI (Fig.
5). Os nucleos foram contados e a fluorescéncia foi quantificada utilizando-se software
especifico — Image Tool® 3.00.

Para determinacdo do numero total de células, a quantificacdo foi realizada pela
contagem dos nucleos que apresentaram fluorescéncia azul — DAPI (Fig. 5). As células foram
contadas em cinco ou trés campos e, posteriormente, foi realizada a média por nimero de
campos.

Em relacdo a andlise da expressdo de cada marcador, as células que apresentaram
fluorescéncia FITC ou PE foram quantificadas utilizando software especifico — ImageTool®
3.00 (Fig. 3A e 3B). As células foram contadas em cinco ou trés campos e posteriormente
realizadas as médias por nimero de campos. Nas analises para dupla marcacdo, as células que
apresentaram fluorescéncia FITC e PE simultaneamente foram quantificadas utilizando
software especifico — ImageTool 3.00 (Fig. 3C). Também foram analisados cinco ou trés
campos e calculada a média de células por campo. Os resultados foram expressos em forma
de média e £ desvio padrdo do nimero de células em lesdes de pacientes com a forma clinica

mucosa.
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Figura 3 — Imagem representativa de analise por Microscopia Confocal para
quantificacdo de populagdes celulares e expressao de citocinas e da molécula citotoxica
granzima A presente em lesdes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos com Sb" e

SbY associado a Ptx

Figura 3: Quantificacdo celular realizada através dos nucleos que
apresentaram fluorescéncia azul — DAPI. Célula CD4" marcada com
anticorpo monoclonal anti-CD4 com fluorocromo FITC — fluorescéncia
verde (A), célula IFN-y* marcada com anti-IFN-y com fluorocromo PE —
fluorescéncia vermelha (B) e célula CD4'IFN-y" que apresenta
sobreposicéao das fluorescéncias verde e vermelha (C). Barra: 10pum.
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3.8 Analise estatistica

Ap0s a obtencdo dos resultados individuais, médias, desvios e erros-padrdes, os testes
de anélise de variancia paramétrico Teste T e ndo-paramétrico Wilcoxon (software GraphPad
Prism 4) foram aplicados a fim de verificar a existéncia de diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos. Test T pareado foi utilizado quando compararam-se resultados
obtidos dos mesmos pacientes antes e ap0s seu tratamento e Wilcoxon foi utilizado quando
compararam-se resultados obtidos nas andlises dos diferentes tratamentos (pacientes
distintos). Anélises de correlacdo foram estabelecidas entre diferentes pardmetros, utilizando
o coeficiente de correlacdo Spearman do programa estatisitco JMP (software SAS).

Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo do infiltrado inflamatorio em lesbes de pacientes com LM pré e pos-
tratamentos (Sb" e Sb" associado & Ptx)

4.1.1 Analise histopatolégica em lesdes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos (Sb¥ e

ShY associado & Ptx)

Utilizando cortes histoldgicos corados com hematoxilina e eosina, verificamos que,
antes dos tratamentos, as lesdes apresentaram tecido epitelial estratificado pavimentoso com
presenca de acantose e degeneracdo hidropica na camada espinhosa. Observamos também a
presenca de tecido conjuntivo denso do tipo produtivo com infiltrado inflamatorio
predominantemente mononuclear (Fig. 4A). O mesmo foi observado ao analisarmos lesdes
pos-tratamento com Sh", entretanto o tecido conjuntivo apresentou-se mais vascularizado e
com maior frequéncia de células polimorfonucleares (Tab. 1) (Fig. 4B). Ja as lesdes pos-
tratamento com Sb¥ associado & Ptx, observamos a presenca de queratina e o tecido
infiltrado

conjuntivo  apresentou inflamatério exsudativo difuso predominantemente

mononuclear (Fig. 4C).

Tabela 1 — Numero total de células inflamatdrias por campo e frequéncias de células
mononucleares e polimorfonucleares em lesdes de pacientes com LM pré e p6s
tratamentos (Sb" e Sb" associado & Ptx)

Parametros Tratamento com Sb" Tratamento com Sh’+Ptx
Pré Pos P Pré Pos P
N° total células/campo 92,3 57,3 0,06 63,3 45,4 0,14
% Células mononucleares 99,1 98,3 0,07 98,2 98,7 0,21
% Células polimorfonucleares 0,9 1,8 0,04* 1,8 1,3 0,21

Quantificacdo celular de seccdes de lesdes coradas com hematoxilina e eosina; pré e pés-tratamentos com Sh"

(antimonio pentavalente) e Sb¥+Ptx (antimdmino pentavalente associado & pentoxifilina).
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Figura 4 — Cortes de lesdes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos com SbY e SbY
associado a Ptx corados com hematoxilina e eosina (HE)

hoRpm g 4 NG T
Figura 4: Corte de lesdo de paciente com LM
pré-tratamento (A). Corte de lesdo de
paciente com LM pés-tratamento com ShY,
setas indicam neutréfilos (B). Corte de leséo
de paciente com LM pés-tratamento com Sh¥
associado a Ptx (C). Aumento: 400X. Barra:
10pm.
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4.1.2 Analise comparativa do infiltrado inflamatdrio em lesdes de pacientes com LM pré e

pos-tratamentos (ShY e Sb" associado & Ptx)

Por meio de cortes histologicos corados com hematoxilina e eosina, verificou-se a
presenca do infiltrado inflamat6rio em lesdes de pacientes com LM pré e pds-tratamentos com
SbY e Sh¥ associado & Ptx. Com o objetivo de avaliar a intensidade do infiltrado inflamatorio,
a andlise foi realizada por quantificacéo celular, como descrito em Materiais e Métodos. Desta
forma, verificou-se um infiltrado inflamatério semelhante e predominantemente mononuclear
em pré e pos-tratamentos (Fig. 5A e 5B) e quando comparados os diferentes tratamentos (Fig.
5C).

Figura 5 — Analise comparativa do infiltrado inflamatoério de lesGes de pacientes com
LM pré e pés-tratamentos com SbY e Sb" associado & Ptx
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Figura 5: Anélise comparativa do infiltrado inflamatério de lesGes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos
com SbY (A) e SbY associado a Ptx (B); e entre os tratamentos (C).
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4.1.3 Andlise comparativa da frequéncia de células T CD4", T CD8" e CD68" no infiltrado
inflamatério de lesdes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos (Sb¥ e ShY associado &
Ptx)

A composicéo do infiltrado inflamatdrio foi determinada por Microscopia Confocal,
como descrito em Materiais e Métodos. A frequéncia de células T CD4", T CD8" e
macréfagos CD68" em lesdes de pacientes com LM pré e poés-tratamento com SbY nio
apresentou diferencas estatisticamente significativas (Fig. 6A). Entretanto, a frequéncia de
macréfagos CD68" foi significativamente menor em lesGes de pacientes com LM pos-
tratamento com Sh" associado & Ptx (Fig. 6B e 6D), quando comparado as lesdes de pacientes
pré-tramento (Fig. 6B e 6C). O mesmo nao foi observado quando analisamos a frequéncia de
células T CD4" e T CD8" (Fig. 6B). Ndo houve diferenca estatisticamente significativa das

populagdes celulares quando comparados os diferentes tratamentos (dados ndo mostrados).
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Figura 6 — Analise comparativa da frequéncia de células T CD4", T CD8" e CD68" no
infiltrado inflamatério de lesées de pacientes com LM pré e pés-tratamentos com Sb" e
SbY associado & Ptx
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Figura 6: Anélise comparativa da frequéncia de células T CD4", T CD8" e CD68" no
infiltrado inflamatorio de lesdes de pacientes com LM pré e pds-tratamentos com SbY (A)
e SbY associado & Ptx (B). Imagem representativa de microscopia confocal para anélise da
determinacdo da frequéncia de células CD68" pré (C) e pés-tratamento (D) com ShY
associado a Ptx. Cortes de tecidos foram marcados com anticorpo monoclonal anti-CD68
com fluorocromo FITC - fluorescéncia verde — e DAPI para nlcleos celulares —
fluorescéncia azul — conforme descrito em Materiais e Métodos. Os valores sdo a média e
0 desvio padrdo para cada grupo seguindo a determinagdo da frequéncia de células
positivas para CD68. Barra: 10um.



4.2 Expressdo das diferentes citocinas e molécula citotoxica granzima A em lesdes de

pacientes com LM pré e pés-tratamentos (SbY e SbY associado & Ptx)

4.2.1 Anélise comparativa do namero de células expressando IFN-y e CD4*IFN-y" em

lesBes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos (Sbh" e SbY associado & Ptx)

Com o objetivo de verificar se os tratamentos alteram a expressao de IFN-y no sitio da
lesdo, analisou-se 0 nimero de células IFN-y*. Verificou-se que as leses de pacientes com
LM apresentaram um ndmero semelhante de células que expressam IFN-y em pré e pos-
tratamentos com Sb" e Sb¥ associado & Ptx (Fig. 7A e 7B). Esta semelhanca também foi
observada quando comparamos o0s dois tipos de tratamentos (Fig. 7E). Com o objetivo de
determinar a contribuicdo das células T CD4" para a producdo de IFN-y, determinou-se 0
nimero de células CD4'IFN-y" em lesBes pré e pos-tratamentos. Ndo houve diferenca na
frequéncia destas células comparando-se pré e pos-tratamentos (Fig. 7C e 7D) ou
comparando-se entre os tratamentos (Fig. 7F). Observou-se que as células T CD4" sdo
responsaveis por aproximadamente 62% da expressdo de IFN-y tanto antes como apds o
tratamento com Sh" associado & Ptx (Tab. 2). Eliminando-se a contribuicéo de células T CD4*
para a expressdo de IFN-y, observou-se que aproximadamente 38% desta citocina €
proveniente de outras populagdes celulares (Tab. 2). De forma interessante, observou-se
aumento da expressdo de IFN-y" por outras sub-populacdes celulares em lesdes de pacientes
com LM pés-tratamento com ShY, quando comparado com as lesdes dos pacientes pré-
tratamento (Tab. 2).
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Figura 7 — Analise comparativa do niimero de células IFN-y" e CD4"IFN-y" em lesdes de
pacientes com LM pré e pés-tratamentos com SbY e SbY associado & Ptx
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Figura 7: Anélise do nimero de células IFN-y* em lesdes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos com Sh"
(A), SbY associado & Ptx (B) e entre os tratamentos (E). Analise do nimero de células CD4*IFN-y" em leses de
pacientes com LM pré e pés-tratamentos com ShY (C), SbY associado & Ptx (D) e entre os tratamentos (F).
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Tabela 2 — Quantificacio de células IFN-y" e contribuicéo de células T CD4" para a

producdo desta citocina em lesfes de pacientes com LM pré e pds-tratamentos

(SbY e SbY associado & Ptx)

Parametros Tratamento com Sb" Tratamento com Sb"Y + Ptx
Pré Pos P Pré Pos P
IFN-y* 311,8+307,0 | 286,9+281,8 | 0,46 | 4862 +646,8 | 407,1+289,9 | 0,35
CD4IFN-y* | 282,4+3205 | 177,3+2427 032 | 421,2+6686 | 32943103 0,32
0, T i
YIFN-y” produzido| , g 307 | 5644339 | 021 | 580+482 | 673+300 | 012
por CD4"
0, v i
AIFN-y produzido| o254 507 | 435+339 | 021 | 420£482 | 327+300 | 047

por CD4 (b)

Média da quantificacdo baseada na expressdo de fluorescéncia especifica para IFN-y e CD4, como descrito em

Materiais e Métodos;
® Porcentagem calculada de células T CD4" expressando IFN-y em relagdo a expressdo total desta citocina;

® Porcentagem calculada de células T CD4" expressando IFN-y em relacdo a expressdo total desta citocina.
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4.2.2 Anélise comparativa do ntimero de células expressando TNF-a e CD68'TNF-a" em

lesBes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos (Sh" e SbY associado & Ptx)

Com a finalidade de verificarmos os efeitos dos diferentes tratamentos na expressao de
TNF-a, analisamos o nimero de células TNF-a.*. Verificou-se que as lesdes de pacientes com
LM apresentaram um numero semelhante de células que expressam TNF-o. em pré e pos-
tratamentos com ShY e ShY associado & Ptx (Fig. 8A e 8B). Esta semelhanca também foi
observada quando comparamos os dois tipos de tratamentos (Fig. 8E). Além disso, a presenca
de macrofagos CD68" que expressam TNF-o também foi avaliada, e, ndo foi observada
diferenca entre o nimero de células CD68"TNF-o.* pré e pés-tratamento com SbY (Fig. 8C).
No entanto, observou-se menor nimero de células CD68 " TNF-o." em lesdes de pacientes com
LM pos-tratamento com Sb" associado & Ptx (Fig. 8D, 8H e Tab. 3), quando comparado as
lesGes de pacientes pré-tramento (Fig. 9D e 9G). Porém, o mesmo néo foi observado quando
analisado entre os diferentes tratamentos (Fig. 8F). Observou-se que as células CD68" so
responsaveis por aproximadamente 65% da expressdao de TNF-o tanto antes como apds o
tratamento com SbY (Tab. 3). Eliminando-se a contribuicdo de células CD68" para a
expressao de TNF-a, observou-se que aproximadamente 35% desta citocina é proveniente de
outras populacbes celulares (Tab. 3). Ao analisarmos lesdes de pacientes com LM pds-
tratamento com Sh" associado a Ptx, observamos um aumento da expressdo de TNF-o." por
outras sub-populagdes celulares, quando comparado com as lesGes dos pacientes pré-
tratamento (Tab. 3).
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Figura 8 — Analise comparativa do niimero de células TNF-o" e CD68 " TNF-a" em lesdes

de pacientes com LM pré e pés-tratamentos com Sb" associado a Ptx
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Figura 8: Analise do nimero de células TNF-a." em lesdes de pacientes com LM pré e pos-
tratamentos com SbY (A), SbY associado & Ptx (B) e entre os tratamentos (E). Anélise do
nimero de células CD68 " TNF-a." em lesBes de pacientes com LM pré e pos-tratamentos com
ShY (C), SbY associado a Ptx (D) e entre os tratamentos (F). Imagem representativa de
microscopia confocal para analise da determinacdo do nimero de células CD68 TNF-o." pré
(G) e pés-tratamento com Sbh" associado & Ptx (H). Cortes de tecidos foram marcados com
anticorpo monoclonal anti-CD68 com fluorocromo FITC — fluorescéncia verde —; anti-TNF-
ot com fluorocromo PE — fluorescéncia vermelha — e DAPI para nlcleos celulares —
fluorescéncia azul — conforme descrito em Materiais e Métodos. Os valores sdo a média e o
desvio padrdo para cada grupo seguindo a determinagdo do namero de células positivas para
CD68 e TNF-a.. Barra: 10pum.
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Tabela 3 — Quantificacdo de células TNF-a" e contribuicio de células CD68" para a
producdo desta citocina em lesfes de pacientes com LM pré e pds-tratamentos
(SbY e SbY associado & Ptx)

Parametros SbY SbY + Ptx
Pré Pos P Pré Pés P
TNF-o* 578,2 + 457,8 |388,3 +361,0 | 0,30 | 737,8 +578,5 | 4259 + 479.6| 0,06
CD68" TNF-o.* 378,6 +331,7 |259,1 +262,0 | 0,31 | 600,3 +558,8 | 202,4 + 241,3| 0,04*
0, oyt H
YTNF-a produzido | 699,300 | 5044203 | 014 627322 | 418+171 | 012
por CD68" (5
0, oyt i
#TNF-a” produzido | 549 300 | 4064203 | 014 | 37.3+322 | 582+171 | 012
por CD68 (b)

Média da quantificacdo baseada na expressdo de fluorescéncia especifica para TNF-co. e CD68, como descrito em

Materiais e Métodos;

® Porcentagem calculada de células CD68" expressando TNF-a em relagdo a expressio total desta citocina;
® porcentagem calculada de células CD68™ expressando TNF-o em relagio a expressio total desta citocina.
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4.2.3 Analise comparativa do ntmero de células expressando IL-10 e CD68"IL-10" em

lesBes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos (Sbh" e SbY associado & Ptx)

Verificou-se que as lesdes de pacientes com LM apresentaram um ndmero semelhante
de células que expressam IL-10 em pré e pds-tratamentos com ShY e SbY associado & Ptx
(Fig. 9A e 9B). Esta semelhanca também foi observada quando comparamos os dois tipos de
tratamentos (Fig. 9E). Além disso, a presenca de células CD68™ que expressam IL-10 também
foi avaliada, e, ndo foi observada diferenca entre o nimero de células CD68"IL-10" pré e pds-
tratamentos (Fig. 9C e 9D) e quando compararam-se os diferentes tratamentos (Fig. 9F).
Observou-se que as células CD68" sdo responsaveis por aproximadamente 77% da expressio
de IL-10 tanto antes como apds o tratamento com Sb" (Tab. 4). Eliminando-se a contribuicao
de células CD68" para a expressdo de IL-10, observou-se que aproximadamente 23% desta
citocina é proveniente de outras populacdes celulares (Tab. 4). Ao analisarmos lesbes de
pacientes com LM pés-tratamento com SbY associado a Ptx, observamos um aumento da
expressdo de IL-10" por outras sub-populacdes celulares, quando comparado com as lesdes
dos pacientes pré-tratamento (Tab. 4).
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Figura 9 — Analise comparativa do niimero de células IL-10" e CD68"1L-10" em lesdes de
pacientes com LM pré e pés-tratamentos com Sb¥ e Sb" associado & Ptx
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Figura 9: Analise do nimero de células IL-10" em lesdes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos com ShY
(A), Sb" associado & Ptx (B) e entre os tratamentos (E). Analise do nimero de células CD68"1L-10" em lesdes de
pacientes com LM pré e pos-tratamentos com SbY (C), Sb" associado & Ptx (D) e entre os tratamentos (F).
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Tabela 4 — Quantificacdo de células IL-10" e contribuicio de células CD68" para a

producao desta citocina em lesBes de pacientes com LM pré e pos-tratamentos

(SbY e SbY associado & Ptx)

Parametros SbY SbY + Ptx
Pré Pos P Pré Pés P
IL-10* 5754+1299 | 4809+4511 | 030 | 3951+2362 | 3989+312,2 | 0,49
CD68* IL-10° | 4274+1632 | 3888+3780 041 | 3564+2419 | 2205+149.1 | 0,20
0, 107 i
IL-10"produzido | oc )\ o6 | 780+234 | 030 77.4+302 | 536+242 | 010
Por CD68 (@)
0, 107 i
IL-10" produzido | o) o ox6 | 200+234 | 030 2264302 | 464+242 | 010
por CD68 (b)

Média da quantificacdo baseada na expressdo de fluorescéncia especifica para IL-10 e CD68, como descrito em

Materiais e Métodos;
® Porcentagem calculada de células CD68" expressando IL-10 em relacio a expressdo total desta citocina;
® porcentagem calculada de células CD68 expressando I1L-10 em relacdo a expresséo total desta citocina.
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4.2.4 Analise comparativa do nimero de células expressando granzima A e CD8"GrA" em
lesBes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos (Sbh" e SbY associado & Ptx)

Verificou-se que as lesdes de pacientes com LM apresentaram um numero semelhante
de células que expressam granzima A em pré e pés-tratamentos com ShY e SbY associado &
Ptx (Fig. 10A e 10B). Esta semelhanca também foi observada quando comparamos os dois
tipos de tratamentos (Fig. 10E). Além disso, a presenca de células T CD8" que expressam
granzima A também foi avaliada, e, ndo foi observada diferenca entre 0 numero de células
CD8'GrA" pré e pés-tratamentos (Fig. 10C e 10D) e quando compararam-se os diferentes
tratamentos (Fig. 10F). Observou-se que as células T CD8" sdo responsaveis por
aproximadamente 70% da expressdo de granzima A tanto antes como apds os diferentes
tratamentos (Tab. 5).
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Figura 10 — Analise comparativa do nimero de células granzima A" e CD8"GrA" em
lesBes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos com SbY e SbY associado & Ptx
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Figura 10: Analise do nimero de células granzima A" em lesdes de pacientes com LM pré e pos-tratamentos
com SbY (A), Sh¥ associado a Ptx (B) e entre os tratamentos (E). Analise do nimero de células CD8*GrA* em
lesdes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos com SbhY (C), SbY associado & Ptx (D) e entre os tratamentos

(F).
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Tabela 5 — Quantificacdo de células granzima A" e contribuicdo de células T CD8" para
a producdo desta molécula em lesGes de pacientes com LM pré e pos-tratamentos
(Sb" e SbY associado & Ptx)

Parametros SbY SbY + Ptx
Pré Pos P Pré Pés P
GrA* 1202 +1235 | 157.1+142.8 | 034 | 2048 +300,7 | 3167 +3343 | 0,27
CD8'GrA" 1082 +1143  1285+1348 040  180,6 +292,0 | 2514 +309.0 035
0, + i
HGrAproduzido | oo o 30, | 6674230 | 031 | 6644393 | 77.4+267 | 033
Por CD8 (@)
o) + i
GrA produzido | o) ) 354 | 333+230 | 031 @ 3364393 | 2264267 | 033
por CD8 (b)

Média da quantificacdo baseada na expressdo de fluorescéncia especifica para granzima A e CD8, como descrito

em Materiais e Métodos;

® Porcentagem calculada de células T CD8" expressando granzima A em relagio & expresséo total desta citocina;
® porcentagem calculada de células T CD8 expressando granzima A em relacéo a expressdo total desta citocina.
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4.3 Correlagdes entre o infiltrado inflamatério e populagfes celulares em lesdes de
pacientes com LM pré e pés-tratamentos (SbY e SbY associado & Ptx)

4.3.1 Anélise de correlagdo entre o infiltrado inflamatdrio e o nimero de células T CD4"

em lesdes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos (Sb¥ e Sh" associado & Ptx)

Para determinar se o nimero de células T CD4" estd aumentando a medida que
aumenta o infiltrado inflamatorio, realizamos analises de correlacdo. Observou-se uma
correlagdo positiva entre o nimero de células T CD4" e o infiltrado inflamatério em lesGes de
pacientes com LM pés-tratamento com Sb¥ (Fig. 11A). No entanto, esta correlacdo ndo é
observada em lesées de pacientes com LM pés-tratamento com Sb" associado a Ptx (Fig.

11B) e pré-tratamentos (dados ndo mostrados).
Figura 11 — Analise de correlacéo entre o infiltrado inflamatdrio e o niUmero de células T
CD4" em lesdes de pacientes com LM pés-tratamentos com ShY e Sb" associado a Ptx
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Figura 11: Analise de correlagdo entre o infiltrado inflamatério e o nimero de células T CD4" em
lesdes de pacientes com LM pés-tratamentos com ShY (A) e SbY associado & Ptx (B).
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4.3.2 Analise de correlacéo entre o infiltrado inflamatdrio e o nimero de células T CD8"

em lesdes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos (Sb¥ e Sh" associado & Ptx)

Para determinar se o nimero de células T CD8" estd aumentando a medida que

aumenta o infiltrado inflamatério, realizamos analises de correlagdo. Observou-se uma

correlagdo positiva entre o nimero de células T CD8" e o infiltrado inflamatério em lesGes de

pacientes com LM pés-tratamento com ShY associado & Ptx (Fig. 12B). No entanto, esta

correlagdo ndo é observada em lesdes de pacientes com LM pés-tratamento com SbY (Fig.

12A) e pre-tratamentos (dados ndo mostrados).

Figura 12 — Analise de correlacéo entre o infiltrado inflamatdrio e o niUmero de células T

CD8" em les6es de pacientes com LM pés-tratamentos com SbY e SbY associado & Ptx
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Figura 12: Analise de correlagdo entre o infiltrado inflamatério e o nimero de células T CD8" em lesdes

de pacientes com LM pés-tratamentos com Sh" (A) e Sb¥ associado & Ptx (B).
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4.3.3 Analise de correlagdo entre o infiltrado inflamatério e o nimero de células CD68* em

lesBes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos (Sbh" e SbY associado & Ptx)

Para determinarmos se o numero de macr6fagos CD68" correlaciona-se com o
infiltrado inflamatorio, realizamos andlises de correlacdo. Observou-se que ndo ha correlacdo
em lesbes de pacientes com LM pré-tratamentos (dados ndo mostrados) e pds-tratamentos

com SbY (Fig. 13A) e SbY associado & Ptx (Fig. 13B).

Figura 13 — Analise de correlacéo entre o infiltrado inflamatdrio e o nimero de células
CD68" em lesdes de pacientes com LM pés-tratamentos com SbY e SbY associado & Ptx
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Figura 13: Andlise de correlagéo entre o infiltrado inflamatorio e o nimero de células CD68" em lesGes
de pacientes com LM pés-tratamentos com Sh" (A) e Sh¥ associado & Ptx (B).
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4.4 CorrelagBes entre o infiltrado inflamatério e diferentes citocinas em lesdes de
pacientes com LM pré e pés-tratamentos (SbY e SbY associado & Ptx)

4.4.1 Analise de correlagdo entre o infiltrado inflamatério e o nimero de células IFN-7" em

lesBes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos (Sbh" e SbY associado & Ptx)

Para determinarmos se 0 nimero de células que expressam IFN-y correlaciona-se com
o infiltrado inflamatdrio, realizamos analises de correlagcdo. Observou-se que 0 aumento do
nimero de células IFN-y" é acompanhado pelo aumento do infiltrado inflamatério em lesGes
de pacientes com LM pés-tratamentos com ShY (Fig. 14A) e Sh" associado & Ptx (Fig. 14B).

O mesmo ndo foi observado ao analisarmos em pré-tratamentos (dados ndo mostrados).

Figura 14 — Andlise de correlacdo entre o infiltrado inflamatdrio e o namero de células
IFN-y" em lesdes de pacientes com LM pés-tratamentos com Sh" e Sb" associado & Ptx
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Figura 14: Analise de correlacdo entre o infiltrado inflamatdrio e o nimero de células IFN-y" em lesGes
de pacientes com LM pés-tratamentos com ShY (A) e ShY associado & Ptx (B).

47



4.4.2 Andlise de correlagdo entre o infiltrado inflamatdrio e o nimero de células TNF-a'

em lesdes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos (Sb¥ e Sh" associado & Ptx)

Tendo observado que as lesGes de pacientes com LM apresentaram um numero de

células TNF-o" semelhante em pré e pos-tratamentos, e, quando analisado entre o0s

tratamentos, propusemo-nos a determinar se a expressao dessa molécula correlaciona-se com

o infiltrado inflamatorio. As anéalises de correlacdo mostram que o aumento do nimero de

células TNF-a" é acompanhado pelo aumento do infiltrado inflamatorio em lesbes de

pacientes com LM pés-tratamento com SbY (Fig. 15A). O mesmo nio foi observado pré-

tratamento (dados ndo mostrados). De maneira interessante, quando analisamos as lesdes de

pacientes pré e pos-tratamento com SbhY associado & Ptx, verificamos que n&o houve

correlacdo positiva pés-tratamento (Fig. 15B).

Figura 15 — Analise de correlacéo entre o infiltrado inflamatdrio e o nimero de células
TNF-o" em leses de pacientes com LM pés-tratamentos com SbY e SbY associado & Ptx
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Figura 15: Andlise de correlacdo entre o infiltrado inflamatdrio e o nimero de células TNF-o" em lesdes

de pacientes com LM pés-tratamentos com ShY (A) e Sh" associado & Ptx (B).
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4.4.3 Analise de correlagdo entre o infiltrado inflamatdrio e o nimero de células IL-10" em

lesBes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos (Sbh" e SbY associado & Ptx)

Para determinarmos se 0 nimero de células que expressam IL-10 correlaciona-se com
o infiltrado inflamatdrio, realizamos analises de correlacdo. Observou-se que o0 aumento do
numero de células 1L-10" é acompanhado pelo aumento do infiltrado inflamatério em lesdes
de pacientes com LM pés-tratamento com Sb" (Fig. 16A). No entanto, esta correlacdo néo é
observada em lesBes de pacientes com LM pés-tratamento com Sh" associado a Ptx (Fig.

16B) e pré-tratamentos (dados ndo mostrados).

Figura 16 — Andlise de correlacdo entre o infiltrado inflamatdrio e o nimero de células
IL-10" em lesBes de pacientes com LM pés-tratamentos com ShY e SbY associado & Ptx
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Figura 16: Analise de correlagdo entre o infiltrado inflamatorio e o nimero de células IL-10" em lesdes
de pacientes com LM pés-tratamentos com Sh" (A) e Sb¥ associado & Ptx (B).
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4.5. Correlacdo entre populacéo celular e expressdo da molécula citotoxica granzima A
em lesBes de pacientes com LM pré e pés-tratamentos (SbY e SbY associado & Ptx)

4.5.1 Correlacio entre o nimero de células T CD8" expressando granzima A em lesdes de
pacientes com LM pré e pos-tratamentos (Sb¥ e Sb" associado & Ptx)

Tendo observado que as lesbes de pacientes com LM apresentaram um nimero de
células granzima A" e CD8"GrA" semelhante em pré e pds-tratamentos, e, quando analisado
entre os tratamentos, propusemo-nos a determinar se a expressao de granzima A e CD8*GrA"
correlacionam-se com o infiltrado inflamatdrio. Observamos que ndo houve correlacdo entre
estes parametros (dados ndo mostrados). Assim, verificamos se granzima A" correlaciona-se
com a populacdo de células T CD8". As analises de correlagdo mostram que o aumento do
numero de células granzima A" é acompanhado pelo aumento do nimero de células T CD8"
em lesdes de pacientes com LM pés-tratamento com ShY (Fig. 17A). O mesmo néo foi
observado pré-tratamento (dados ndo mostrados). De maneira interessante, quando analisamos
as lesBes de pacientes pré e pés-tratamento com ShY associado & Ptx, verificamos que néo

houve correlacdo positiva pos-tratamento (Fig. 17B).

Figura 17 — Analise de correlacéo entre o nimero de células T CD8" e 0 nimero de
células granzima A" em lesdes de pacientes com LM pés-tratamentos com SbY e SbY
associado a Ptx
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Figura 17: Analise de correlagdo entre o nimero de células T CD8" e o nimero de células granzima A
em lesBes de pacientes com LM pés-tratamentos com ShY (A) e Sb¥ associado a Ptx (B).
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5 DISCUSSAO

A leishmaniose mucosa € uma doenca destrutiva que afeta predominantemente a
regido da nasofaringe. E mais comum em éreas de transmissdo por Leishmania braziliensis e
geralmente ocorre meses ou anos apos o tratamento de pacientes com leishmaniose cutanea
(JONES et al., 1987; MARSDEN, 1994; LESSA et al., 2007; CARVALHO et al., 1994 apud
SOUZA et al., 2010). A patogénese da LM esta associada a hiperativacao de células T e uma
consequente exacerbagdo da resposta inflamatoria, incluindo a producéo de altos niveis de
IFN-y e TNF-a, culminando na destruicdo tecidual (RIBEIRO DE JESUS et al., 1998;
BACELLAR et al., 2002; CARVALHO et al., 2007).

Diante do papel de mediadores pro-inflamatérios na patogénese da destruicdo do
tecido associado a infeccdo por Leishmania, os agentes imunomoduladores sdo fortes
candidatos a serem adjuvantes a terapia com antimoniais. A Ptx apresenta baixa toxicidade e
efeitos colaterais minimos associados ao uso crénico (RIBEIRO DE JESUS et al., 2008).
Desse modo, terapeuticamente, é muito atraente para o tratamento de doencgas infecciosas, em
gue o dano tecidual € mediado pela resposta inflamatéria induzida por TNF-a (RIBEIRO DE
JESUS et al., 2008). Neste trabalho, dentre uma série de mecanismos imunolégicos induzidos
pela infeccdo por Leishmania, propusemos estudar a participacdo de diferentes populagdes
celulares, como linfocitos T CD4*, T CD8" e os macrofagos CD68". Além da expressdo de
IFN-y, TNF-a, IL-10 e granzima A, no que diz respeito aos efeitos do uso de Ptx e ShY, de
forma isolada ou associada no tratamento da LM.

As alteracdes histopalogicas obsevadas em lesbes de pacientes com LM pré-
tratamentos com ShY e SbY associado & Ptx, em geral, apresentaram tecido epitelial
estratificado pavimentoso com presenca de acantose e degeneracdo hidrépica na camada
espinhosa. Observamos também a presenca de tecido conjuntivo denso do tipo produtivo com
infiltrado inflamat6rio predominantemente mononuclear. O mesmo foi observado ao
analisarmos lesBes pos-tratamento com ShY, entretanto o tecido conjuntivo apresentou-se
mais vascularizado e com maior frequéncia de células polimorfonucleares. J& nas lesGes pos-
tratamento com Sh" associado & Ptx observamos a presenca de queratina, e, o tecido
conjuntivo apresentou infiltrado inflamatério exsudativo difuso predominantemente
mononuclear. Recentemente Muniz-Jungueira e Paula-Coelho (2008) avaliaram a influéncia
de SbY in vitro sobre as fungdes dos fagécitos envolvidos na defesa contra Leishmania. Estes
autores, observaram que o tratamento com Sbh¥ aumentou tanto o percentual de neutréfilos e

mondcitos, como a capacidade fagocitaria destas células. Além disso, Sb" induziu aumento da
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producdo de TNF-a e NO (MUNIZ-JUNQUEIRA; PAULA-COELHO, 2008). Portanto,
sugere-se que os efeitos de ShY, sobre os fagécitos, impecam que Leishmania escape da
defesa imunoldgica. Desta forma, nossos resultados em conjunto com os dados da literatura,
indicam que o tratamento com Sb¥ induz maior recrutamento de neutréfilos, sugerindo a
participacdo desta droga na quimiotaxia desses fagdcitos durante a fase da inflamacao.
Enquanto o tratamento com Sb" associado & Ptx induz a proliferacdo do tecido conjuntivo e
estimulagdo de queratindcitos, tais fendmenos sdo caracterisiticos da fase proliferativa,
responsavel pela reepitelizacigo (MAHDAVIAN DELAVARY, et al., 2011). Assim,
interpretamos que Sh" atua na participacio da eliminacéo dos parasitos e Ptx pode participar
da aceleracao da resolucéo no sitio inflamatorio.

Com o objetivo de entender os mecanismos que levam a cura ou ao desenvolvimento
da patogénese durante a leishmaniose humana, inicialmente, nds realizamos a analise
comparativa da intensidade do infiltrado inflamatdrio entre as lesdes de pacientes com LM pré
e pés-tratamentos com SbY e Sh" associado & Ptx. Nossos resultados mostram que lesées de
pacientes com LM submetidos aos tratamentos com Sh¥ e SbY associado & Ptx apresentam
infiltrado inflamatério de intensidade semelhante as lesbes de pacientes com LM antes dos
tratamentos. Com isso, sugerimos que apds os diferentes tratamentos, o recrutamento de
células continua ocorrendo para o sitio da lesdo, porém 0s mecanismos imunoldgicos se
diferem uma vez que, pacientes submetidos ao tratamento com SbY associado & Ptx
apresentam reepitelizacdo mais rapida em comparacao aos pacientes tratados apenas com Sh",
como observado por Machado e colaboradores (2007).

A LC geralmente esta associada a resposta imune modulada, enquanto LM tende a
apresentar respostas com maior magnitude. Neste contexto, a deteccéo de perfis imunoldgicos
desenvolvidos por pacientes com leishmaniose, em termos de células T reativas a Leishmania
e a producdo de citocinas especificas, constitui uma importante abordagem para determinar os
mecanismos envolvidos na progressdo ou controle da doenca. Enquanto pacientes com LC
durante a fase ativa apresentaram uma maior frequéncia de linfocitos T CD4" em relagéo aos
T CD8", ao final do tratamento houve um aumento dos linfcitos T CD8" (DA-CRUZ et al.,
2002). O mesmo fenébmeno foi observado para pacientes com LM, porém seis meses apés a
terapia. Desse modo, parece que o processo de cura da leishmaniose esta associado com o
aumento de células T CD8" (DA-CRUZ et al., 2002).

A fim de determinarmos se os diferentes tratamentos interferem no perfil imunolégico
das lesBes de pacientes com LM alterando o niimero de células T CD4", T CD8" e macro6fagos

CD68" presentes no infiltrado inflamatdrio, realizamos a analise de correlagdo entre a
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intensidade do infiltrado inflamatério e o nimero dessas células apds os tratamentos.
Observamos que houve correlagdo positiva entre o infiltrado inflamatério e células T CD4"
pos-tratamento com SbY e células T CD8" pés-tratamento com ShY associado & Ptx. No
entanto, ndo houve correlagdo com macréfagos CD68" pés-tratamentos com ShY e ShY
associado & Ptx. Portanto, o tratamento com Sbh" parece induzir maior recrutamento de células
T CD4", sugerindo um importante papel destas células na resolugio da inflamagdo nesses
pacientes. De forma interessante, nossos resultados corroboram com a hipotese de que células
T CD8" podem estar relacionadas com o processo de cura, uma vez que o tratamento com Sh"
associado a Ptx ocasiona rapida reepitelizacdo das lesdes de pacientes com LM (MACHADO
etal., 2007).

Ao analisarmos as lesdes de pacientes com LM submetidos aos tratamentos com Sh" e
SbY associado & Ptx, observamos que o nimero de células IFN-y* e CD4*IFN-y* foi
semelhante ao encontrado antes dos tratamentos. Publicacdes prévias sobre a producdo de
IFN-y" em resposta a terapia convencional com antiménio apresentaram resultados variaveis,
sem diferencas estatisticamente significativas (COUTINHO et al., 1998) ou com maior
producdo dessa citocina (TOLEDO et al., 2001). Embora nossos resultados ndo apresentem
diferencas estatisticamente significativas do nimero de células IFN-y" pré e pos-tratamentos,
nos observamos correlacdo positiva entre o infiltrado inflamat6rio e o nimero de células IFN-
v" em lesBes de pacientes com LM pos-tratamentos com SbY e Sb" associado & Ptx. Entre as
evidéncias para o papel da resposta imune na patogénese da LM, esta a presenca de infiltrado
inflamatdério em amostras de tecidos lesionados (BITTENCOURT; ANDRADE, 1967 apud
MACHADO et al., 2007) e altos niveis de IFN-y e TNF-a. em PBMC’s (DA-CRUZ et al.,
1996; RIBEIRO DE JESUS et al., 1998). Pesquisadores demonstraram que a resposta do tipo
Thl observada em pacientes com LC é devido a producdo de IFN-y oriunda de fontes
distintas, listadas em ordem de contribuicdo: linfocitos T CD4", DN e T CD8" (BOTTREL et
al., 2001). N6s observamos que, ao eliminarmos a contribuicdo de linfocitos T CD4" para a
expressdo de IFN-y, ha aumento da produgdo desta citocina por outras subpopulagdes
celulares em lesdes de pacientes com LM pés-tratamento com SbhY, quando comparadas com
as lesdes dos pacientes pré-tratamento. De forma interessante, observamos que nao houve
diferenca na intensidade da expresséo de IFN-y, sugerindo um comprometimento das células
T CD4 com a producdo desta citocina. Em conjunto, nossos dados com os achados da

literatura sugerem a importancia de outras subpopulacées celulares na expressdo IFN-y.
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Diferentes padrdes de citocinas expressas por células T estdo relacionadas com a
gravidade de infecgdes em humanos por L. braziliensis. Além de LM estar associada a
exuberante producgédo de IFN-y e TNF-a, pacientes com LM apresentam maior frequéncia de
células que expressam granzima A em comparagdo aos pacientes com LC. Sugerindo assim a
relevancia do papel dessa molécula citotdxica na destruicéo tecidual (FARIA et al., 2005).

Um importante mecanismo responsavel pelo controle do parasito no sitio da leséo € a
citotoxicidade mediada por células T. A citotoxicidade mediada por células T CD8" ocorre
por meio da liberagcdo de granulos citotoxicos, incluindo granzima A. Nossos resultados
demonstram que as lesdes de pacientes com LM submetidos aos tratamentos com ShY e ShY
associado a Ptx apresentam nimeros de células granzima A" e CD8'GrA" semelhantes aos
encontrados antes dos tratamentos. Na leishmaniose humana, o papel de citotoxicidade nos
mecanismos de defesa ou na patogénese da doenca ainda permanece obscuro. Pesquisadores
avaliaram a presenca de células NK e linfécitos T em lesdes de pacientes com LC e
identificaram uma forte expressdo de TIA-1, um marcador de granulos citotoxicos que esta
diretamente relacionado a granzima A. Estes dados sugerem que hd uma atividade citotdxica
in situ na LC e, que, tanto as células NK como linfécitos T CD8" ativados estdo envolvidos
nesta reacdo (MACHADO et al., 2002). De acordo com 0s nossos resultados, embora nao
apresentem diferencas estatisticamente significativas, observa-se que aproximadamente 70%
das células T CD8" estdo comprometidas com a producio de granzima A tanto antes como
apos os diferentes tratamentos. Nossos dados em conjunto com os achados da literatura
sugerem que as células T CD8" podem contribuir com alta expressio de granzima A em
lesbes de pacientes com LM, levando ao agravamento da doenca. Maasho e colaboradores
(1998), pesquisando uma area endémica de LC, observaram que individuos residentes nessa
area, mas sem historia de doenca, apresentavam resposta proliferativa e producdo de IFN-y
associada & ativagdo de células NK e T CD8", em contraste com o0 observado em individuos
com doenga ativa, indicando que essas células estariam envolvidas na protecdo desses
individuos (MAASHO et al., 1998). De fato, é possivel que as células CD8'GrA" estejam
envolvidas no mecanismo de controle da LC, no entanto, a falta de controle desta resposta
dada pela alta expressdo de granzima A em lesGes de pacientes com LM pode levar ao
agravamento da doenga.

Estudos prévios por nosso grupo demonstraram que pacientes com LC em estagio

tardio apresentam maior frequéncia de células T CD8" expressando granzima A do que
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pacientes em estagio inicial. Assim, a atividade citotdxica por células T CD8" pode ser um
importante mecanismo de destrui¢do tecidual na leishmaniose (FARIA et al., 2009).

Para determinarmos se os diferentes tratamentos interferem na producdo de granzima
A por células T CD8", realizamos a analise de correlacdo entre estes parametros. Observamos
que as lesdes de pacientes com LM pés-tratamento com ShY apresentaram correlagdo positiva
entre 0 nimero de células T CD8" e a expressdo de granzima A. De maneira interessante,
quando analisamos as lesdes de pacientes pés-tratamento com SbY associado & Ptx,
verificamos que ndo houve correlacdo positiva. Estudos prévios, por nosso grupo,
demonstraram que granzima A pode estar envolvida com uma maior destrui¢cdo tecidual
(FARIA et al., 2005, 2009). Desse modo, nossos dados indicam que no sitio da lesdo de
pacientes tratados com SbY encontra-se com a populagdo de linfécitos T CD8" mais
comprometida com a producao de granzima A em relacdo as lesbes de pacientes tratados com
SbY associado & Ptx. E possivel que estes resultados estejam refletindo uma influéncia do
tratamento com Ptx na expressdo de granzima A que, eventualmente, culminaria com sua
reducdo. De fato, observando-se os resultados da figura 10 B, verifica-se que, exceto por um
dos pacientes, parece haver uma tendéncia de reducdo da expressao de granzima A apds
tratamento com Sh" associado & Ptx. Anélises em periodos mais tardios em relacdo ao
tratamento seriam interessantes, porém nao sdo indicados devido a cicatrizagdo das lesdes. Se
a reducdo da expressdo de granzima A esta associada a um processo de cura mais rapida,
mesmo que aqui demonstrado de forma indireta, isso corrobora com a nossa hipotese anterior
de que esta molécula esta associada a destruicdo tecidual na LM.

Os macrofagos sao células que funcionam como uma das primeiras linhas de defesa
contra microrganismos invasores. Uma das caracteristicas dos macréfagos € a sua capacidade
de tornar-se ativado em resposta aos “sinais de perigo” exogenos e endogenos. Com isso, 0s
macrofagos sofrem modificacdes fisioldgicas que incluem o inicio da cascata de transducéo
de sinal, resultando na elaboracdo de quimiocinas, citocinas e mediadores toxicos. Estas
respostas podem aumentar a inflamacdo e muitas vezes, a resposta inflamatdria é o resultado
da ativacdo de ambos os sinais, enddgenos e exdgenos. Macrofagos ativados desempenham
um papel fundamental, ndo s6 na iniciacdo da resposta inflamatdria, mas também na resolucéo
desta resposta. A elaboracdo de mediadores antiinflamatdrios por macrofagos contribuem para
a dissolugéo da resposta inflamatoria. Assim, os macrdofagos séo fundamentais na iniciagao,
propagacao e resolucdo da inflamacdo (ZHANG; MOSSER, 2008).

Como os macrofagos podem produzir varios fatores que influenciam a sua prépria

fisiologia e, portanto, levando-os a realizacdo de diferentes funcdes imunoldgicas, eles foram
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caracterizados de formas distintas. Assim, neste momento, parece haver pelo menos trés
diferentes populacdes de macrofagos ativados com trés fungdes bioldgicas distintas. O
primeiro e mais bem descrito € 0 macrofago ativado de forma classica, cujo papel é atuar
como uma célula efetora em resposta imune celular do tipo Thl. O segundo tipo celular é o
macrofago ativado de forma alternativa, que parece estar envolvido na imunossupressdo e
reparo dos tecidos. O tipo celular mais recente é o macrofago ativado do tipo 2, que é
antiinflamatdrio e preferencialmente induz resposta do tipo Th2. Juntas, essas trés populacdes
celulares podem formar a sua rede de regulacdo propria para prevenir uma resposta imune
descontrolada na imunopatologia (MOSSER, 2003).

A resolucdo bem orquestrada de uma resposta inflamatoria € necessaria para manter a
homeostase. Porém muitas doencas tém sido associadas a producdo descontrolada de citocinas
inflamatdrias por macréfagos (MOSSER; EDWARDS, 2008). Lessa e colaboradores (2001)
sugerem o envolvimento de TNF-a. na exacerbacdo da resposta inflamatoria, que resulta no
agravamento das lesdes dos pacientes com LM. Como mencionado anteriormente, a LM
apresenta um forte perfil Th1 com altos niveis de producio de IFN-y e TNF-a. E geralmente
aceito que os macréfagos ativados classicamente se desenvolvam em resposta a dois sinais. O
primeiro sinal & IFN-y e o segundo sinal é fornecido pelo reconhecimento do antigeno. Estes
estimulos geralmente induzem a producdo de TNF-o por macrofagos. A combinacdo de TNF-
o e IFN-y resulta em ativagdo ideal destas células. Estes macrofagos ativados classicamente
sdo importantes células imunes efetoras (VAN GINDERACHTER et al., 2006 apud ZHANG,;
MOSSER, 2008).

Pesquisadores identificaram, em pacientes com LM, altos niveis de TNF-o durante a
fase ativa da doenca (DA-CRUZ et al., 1996; RIBEIRO DE JESUS et al., 1998). Ap6s o
tratamento e a cura, esses niveis foram reduzidos, sugerindo que a producao excessiva dessa
citocina seja um dos fatores associados a progressdo da doenca (DA-CRUZ et al., 1996).
Além disso, a infeccdo por Leishmania altera 0 comportamento do macréfago por subverter
suas vias de sinalizacdo, interferindo na atividade transcricional de NF-kB. Assim, induz
quimiocinas responsaveis pelo recrutamento de macrofagos, induz maior produgédo de TNF-a
e inibe a expressdo de INOS, garantindo a sobrevivéncia dos parasitos (GUIZANI-
TABBANE et al., 2004; GREGORY et al., 2008; CALEGARI-SILVA et al., 2009). Como
parte da avaliagdo da resposta imune em lesdes de pacientes com LM, nds analisamos a
producdo da citocina pré-inflamatéria TNF-o e a colaboracdo de macréfagos CD68™ pré e

pbs-tratamentos com Sb" e ShY associado & Ptx. Embora nossos resultados ndo apresentem
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diferencas estatisticamente significativas do nimero de células TNF-a.* pré e pos-tratamentos,
nos observamos que somente 0s pacientes submetidos ao tratamento com Sbh" associado & Ptx
apresentaram reducdo tanto de macrdfagos CD68", como da expressio de TNF-o. por
macréfagos CD68™ em relagdo ao pré-tratamento. Além disso, ao eliminarmos a contribuicéo
dos macrofagos CD68" para a expressio de TNF-a, embora ndo apresente diferenca
estatisticamente significativa, observamos que h&d um pequeno aumento da expressdao desta
citocina por outras fontes celulares em lesdes de pacientes pos-tratamento com SbhY associado
a Ptx. Estes dados corroboram com a hipotese de que Ptx pode atuar diretamente no
macrofago e, desta forma, induzir uma menor expressdo de TNF-o. O mesmo ndo é
observado nas células CD68", uma vez que observamos um aumento da frequéncia destas
células comprometidas com a expressao de TNF-a.

Dados da literatura demonstram que Ptx pode reduzir a expressdo de TNF-a
(STRIETER et al., 1988 apud WANG et al., 1997; ZHANG et al., 2007), interferindo na via
de sinalizacdo de NF-xB (COIMBRA et al., 2005). A producdo de TNF-a por células
mononucleares e neutrdfilos é estimulada por uma variedade de sinais extracelulares,
incluindo lipopolissacarideo (LPS), que envolve eventos transcricionais. A sintese de TNF-a
é dependente da ativacdo e translocacdo nuclear de NF-kB. Coimbra e colaboradores (2005)
observaram os efeitos de Ptx na fosforilacdo de 1B, um inibidor citoplasmatico de NF-«B.
Os resultados demonstraram que LPS induziu aumento da fosforilacdo de 1kB em PBMCs,
enguanto o tratamento com Ptx reduziu a fosforilacdo de 1kB, o que sugere um declinio da
producdo de TNF-o. Portanto, Coimbra e colaboradores (2005) sugerem que Ptx € um
importante coadjuvante nos tratamentos de doencas inflamatorias, como na sepse, que
apresenta excessiva producdo de citocinas pré-inflamatérias, levando a injuria tecidual,
faléncia multipla dos 6rgdos e morte. Estudos prévios por Ribeiro de Jesus e colaboradores
(2008) demonstram que Ptx apresenta bom efeito supressor na producdo de TNF-o" em
pacientes com LM, preservando a viabilidade celular. Embora a intervencdo de Ptx seja
terapeuticamente promissora para o tratamento de doencas infecciosas, ndo ha evidéncias que
Ptx elimine diretamente o parasito Leishmania ou atue na ativacdo de macrofagos.
Pesquisadores observaram que a contribuicdo de Ptx na resposta terapéutica culmina na
reducdo da reacdo inflamatoria e consequente reconstituicdo tecidual (LESSA et al. 2001;
MACHADO et al., 2007). A fim de determinarmos se o0s diferentes tratamentos interferem no
perfil imunol6gico das lesGes de pacientes com LM, alterando o nimero de células que

expressam TNF-o" & medida que aumenta o infiltrado inflamatorio, realizamos a anélise de
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correlagdo. Observamos que as lesdes de pacientes com LM pés-tratamento com ShY
apresentaram correlacdo positiva entre o infiltrado inflamatorio e a expressdo de TNF-o.. O
mesmo ndo foi observado em lesdes de pacientes com LM pés-tratamento com Sh" associado
a Ptx. Desse modo, nossos dados indicam que, no sitio da lesdo de pacientes tratados com
SbY, ha maior nimero de células comprometidas com a expresséo de TNF-o. em relacéo as
lesBes de pacientes tratados com Sh" associado & Ptx. Recentemente Coimbra e colaboradores
(2005) observaram que Ptx pode intervir nas vias de sinalizacdo de NF-xB, reduzindo a
expressao de TNF-a. Enquanto Gregory e colaboradores (2008) demonstram que a infeccédo
por Leishmania altera o comportamento de macréfagos por interferir na atividade
transcricional de NF-xB, induzindo quimiocinas responsaveis pelo recrutamento destas
células. De acordo com esses dados, é possivel que Ptx atue na atividade transcricional de NF-
kB modulando a expressdo de mediadores imunoldgicos como, quimiocinas e citocinas
envolvidas na resposta imunoldgica do hospedeiro, de maneira antagdnica aos mecanismos
sofisticados desenvolvidos por Leishmania. Estes dados em conjunto com a auséncia da
correlagdo observada em lesées de pacientes com LM pés-tratamento com Sh" associado &
Ptx, fortalecem a hipotese de que Ptx pode atuar no recrutamento celular para o sitio da lesao.

Ptx pode inibir a produgdo tanto de TNF-a como de IFN-y (ZHANG et al., 2007).
Esse efeito é importante, uma vez que IFN-y atua na inflamacdo tecidual, induzindo a
producdo de TNF-o por macréfagos e ativacio de células T CD8" citotoxicas a produzir IFN-
Y €, consequentemente, causar destruicao do tecido (RIBEIRO DE JESUS, et al., 2008).

A resposta imunolégica do hospedeiro desempenha um papel fundamental no
mecanismo de defesa contra a infeccdo por Leishmania. Portanto, uma resposta imunoldgica
desequilibrada tem papel relevante no desenvolvimento da doenca e, 0S mecanismos
imunolégicos envolvidos na patogénese da LM ainda ndo sdo claros. Pesquisadores
demonstraram que pacientes com LM apresentaram maior frequéncia de linfocitos T CD4" e
mondcitos CD14" produzindo TNF-o do que os individuos com LC (GAZE et al., 2006).
Porém, quando analisaram a correlacdo entre a frequéncia de I1L-10 e TNF-o produzidos por
monocitos, apenas 0s pacientes com LC apresentaram correlacdo positiva (GAZE et al.,
2006). A auséncia de correlacdo positiva entre essas citocinas em pacientes com LM pode
levar a uma resposta inflamatdria descontrolada. Isto reforca a ideia de que pacientes com LM
sdo deficientes na regulacdo da producéo de citocinas inflamatorias versus antiinflamatorias
por monocitos, 0 que pode favorecer o estabelecimento de uma resposta inflamatoria
exacerbada na LM (GAZE et al., 2006). As células presentes nas lesdes de pacientes com LM
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sdo altamente comprometidas com a producdo de citocinas pré-inflamatérias. Estudos
mostram que citocinas pré-inflamatorias induzem uma regulacdo negativa da expressdo do
receptor de IL-10 (MICHEL et al., 1997). Além disso, publicacBes prévias demonstraram que
pacientes com LM apresentam maior producdo de IFN-y e menor expressdo de receptores de
IL-10 em relacdo aos pacientes com LC (FARIA et al., 2005).

Neste trabalho, nés ndo observamos um aumento do ndmero de células IL-10" e
CD68*IL-10" em leses de pacientes com LM pés-tratamentos com ShY e SbY associado &
Ptx, comparado aos pré-tratamentos. No entanto, observamos que ha correlacdo positiva entre
o infiltrado inflamatdrio e o nimero de células IL-10" em lesGes de pacientes com LM pos-
tratamento com Sh". Diante desses dados, os efeitos de Sb" podem implicar na modulagéo da
resposta imune perante uma inflamacdo exacerbada pela presenca de IFN-y, j& que 1L-10 é
uma citocina imunosupressora, pois inibe a sintese de citocinas produzidas pelos macréfagos
(FIORENTINO et al., 1991; OSWALD et al., 1992). Ha evidéncias de que 0s mecanismos
para a cura ou a resisténcia a infeccdo por Leishmania estdo associados com a ativacdo de
macrofagos, que resulta na expressdo de TNF-o. e IFN-y e na producdo de radicais livres,
levando a destruicdo dos parasitos intracelulares (ROGERS et al., 2002 apud ANTONELLI et
al., 2004). Embora a resposta Thl seja benéfica, a producdo de IL-10 é essencial para o
controle da resposta inflamatoria exacerbada na cura da leishmaniose. Antonelli e
colaboradores (2004) demonstraram que ha correlacdo positiva entre IL-10 e TNF-a
produzidos por mondcitos. Estes autores sugerem que a citocina imunoregulatéria 1L-10 é
produzida em conjunto com TNF-o. por mondcitos ativados. Desse modo, a auséncia de
correlago entre o infiltrado inflamatério e o nimero de células 1L-10" observada em lesdes
de pacientes com LM pos-tratamento com SbY associado & Ptx, sugere que Ptx n&o induz o
aumento da expressdo de IL-10, uma vez que o0s macréfagos possivelmente ndo foram
ativados suficientemente. Além disso, ao eliminarmos a contribuicio dos macréfagos CD68*
para a expressdo de IL-10, embora ndo apresente diferenca estatisticamente significativa,
observamos que hd uma tendéncia ao aumento da expressdo desta citocina por outras fontes
celulares em lesdes de pacientes pos-tratamento com ShY associado & Ptx, sugerindo que Ptx
pode interferir na ativacdo dos macrofagos.

A resposta imune mediada por célula € crucial no desenvolvimento da recuperagéo na
leishmaniose. A progressdo ou a modulacdo da patogénese estdo relacionadas com uma
resposta predominantemente inflamatdria ou uma resposta modulatoria. Todos estes dados

chamam a atencdo para uma nova abordagem no conhecimento dos efeitos de Sbh¥ e Ptx na
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resolugcdo da LM humana. Nossos achados podem contribuir para ampliar a compreenséo da
influéncia destas drogas nas funcGes celulares e na expressdo das citocinas e moléculas
citotoxicas, durante a doenca e cura na modulacdo da resposta imune na infeccdo por L.

braziliensis.
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6 CONCLUSAO

Em conjunto, nossos dados demonstram uma complexa rede composta por diferentes
tipos celulares e seus produtos durante os tratamentos da LM. A necessidade das interagoes
celulares para a manutencdo de uma resposta imune efetiva e a0 mesmo tempo benéfica ao
hospedeiro, pode ser demonstrada claramente através da avaliacdo das lesbes de pacientes pré
e pés-tratamentos com Sh" e Sb" associado & Ptx.

Nossos dados mostram que os efeitos da combinacéo de Ptx com SbY implicam na
reducéo da populacio de macrofagos CD68" e na expressdo de TNF-a* por macrofagos
CD68" em relagdo ao pré-tratamento, sugerindo que Ptx pode atuar nestas células.

Logo, as informacGes obtidas a partir deste estudo contribuem com novas pesquisas
para popor 0 uso de Ptx como adjuvante ao Sb¥ no tratamento de LM. Assim, esta abordagem
terapéutica pode resultar em uma modulacédo da resposta imunoldgica mais eficiente no sitio
da lesdo e, consequentemente, a cura acelerada dos pacientes, beneficiando a populagdo
infectada.
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