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A leishmaniose visceral (LV) é causada pelos protozoarios intracelulares
obrigatorios pertencentes ao complexo Leishamania donovani (L.donovani). O sucesso
na cura da LV depende principalmente do estado imunitario do hospedeiro em
combinagdo com os efeitos das drogas leishmanicidas. Nesse sentido, a resisténcia do
hospedeiro a leishmaniose esta associada a producdo de citocinas envolvidas na indugdo
e efetuacdo de uma resposta do tipo Thl, como IL-12, IFN-y e TNF-a. Essa resposta
culmina na ativacdo de macréfagos com consequente aumento na produgdo de
metabolitos do estresse oxidativo com atividade leishmanicida. Por outro lado, a
suscetibilidade a infeccdo e a progressdo da doenca estdo relacionadas com o
direcionamento de uma resposta do tipo Th2, com producdo de IL-4 e de outras
citocinas como a IL-10, que desativam macrofagos. A subpopulacdo de células Thl7
vem ganhando importancia na resposta contra a Leishmania, entretanto ndo se sabe até o
momento se esta envolvida na resisténcia ou suscetibilidade a infeccdo. Apesar desses
resultados, sdo raros os trabalhos que tenham objetivado avaliar de forma sistematica, os
perfis de resposta de células CD4+ em pacientes com LV, antes e ap6s o tratamento.
Desta forma, um dos objetivos do presente estudo foi quantificar as citocinas do perfil
Thl, Th2 e Th17 nestas duas fases da evolugéo da doenga. Outro objetivo foi avaliar o
estado redox desses pacientes, uma vez que ao tentar eliminar o parasita através do
processo de ativagdo de macrofagos, os mesmos podem liberar quantidades exageradas
de metabdlitos leishmanicidas, que podem levar a um estresse oxidativo envolvido na
patogénese da doenca. Foi observada uma tendéncia dos pacientes apresentarem um
aumento nos niveis das citocinas pré-inflamatoérias IL-17 e IFN- y antes do tratamento
com diminuicdo ap0s o tratamento. Diferencas significantes, foram detectadas em

relacdo aos niveis de IL-6 e IL-10. Pacientes antes do tratamento apresentaram uma



producdo mais alta das duas citocinas em relacdo aos individuos controles. No entanto,
apos o tratamento, essa producdo abaixou de forma significante, atingindo novamente
niveis semelhantes aos dos individuos controles. Em relagédo ao estado redox detectamos
que pacientes com a doenca ativa apresentaram um aumento da substancia
malondialdeido (MDA), um indicador de peroxidacdo lipidica, associado a uma
diminuigdo de carotendides antioxidantes como o licopeno e a luteina o que revela a
presenca de um desequilibrio oxidativo nesses pacientes. As associagdes entre 0s
achados imunoldgicos e os relativos ao estado redox dos pacientes e as suas implicaces

para a patogénese da leishmaniose sdo discutidos.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, Resposta Imune, Estresse oxidativo






Visceral leishmaniasis (VL) is caused by obligatory intracellular protozoa
belonging to Leishmania donovani (L. donovani) complex. The success in LV cure
depends mainly on the immune status of the host in combination with the effects of
antileishmanial drugs. Accordingly, leishmaniasis host resistance is associated with
production of cytokines involved in Thl response induction and its effector functions,
such as IL-12, IFN-y and TNF-a. This response culminates in macrophages activation,
that begin to release higher levels of oxigen and nitrogen reactive species that have
potent leishmanicidal activities. In contrast, susceptibility to infection and disease
progression are linked to a predominat Th2 response that produces IL-4 and other
cytokines such as IL-10 that deactivate macrophages. The importance of Th17 subset in
host response to leishmania has also been studied, however it is not established yet if it
is involved in resistance or susceptibility to infection. Despite these findings, few studies
have aimed to evaluate the predominant profiles of CD4 + cells that are activated in
patients with LV before and after treatment. Thus, one of the objectives of the present
study was to quantify the cytokines tipical of Thl, Th2 and Th17 profiles in these two
stages of disease progression. In addittion, we aimed to evaluate the redox status of
these patients, since by trying to eliminate the parasite through the macrophage
activation process, they can release excessive amounts of metabolites which may lead
to oxidative stress involved in the pathogenesis of the disease. Patients before treatment
trended to release higher IL-17 and IFN-y in comparison to after treatment. Significant
differences were detected in IL-6 and IL-10 levels. Patients before treatment presented
higher production of both cytokines when compared to control subjects. However, after
treatment, this production was significantly lowered, reaching levels similar to those of

control subjects. Regarding redox state, patients with active disease exhibited an



increase in the levels of malondialdehyde (MDA), an indicator of lipidic peroxidation,
associated with a decrease in antioxidant carotenoids such as lycopene and lutein, which
reveals the presence of an oxidative imbalance in these patients. Associations between
immunological findings and those relating to the redox status of patients and their

implications for the pathogenesis of leishmaniasis are discussed.

Keywords: Visceral leishmaniasis, Immune response, Oxidative stress
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Revisao da Literatura

Histdrico da Doenca

Na Grécia em 1835, surgiu a primeira descricdo da Leishmaniose Visceral (LV).
Anteriormente era conhecida como “ponos”, que na mitologia grega quer dizer, “Deus
da dor”. Em 1869, na india, foi nomeada de “Kala-jwar” (febre negra) ou “Kala-azar”
(Calazar) por causa do escurecimento da pele ocorrido durante a doenca .

Em Bengal na india, no ano de 1900, William Boog Leishman identificou no
baco de um soldado, a presenca de um protozoario em decorréncia da febre “Dum
Dum”. Em 1903, o agente etiologico foi descrito por Donovan que confirmou a presenca
dos parasitos em aspirados esplénicos de uma crianga que apresentava febre irregular. O
primeiro a cultivar o parasita em sangue citratado a 22°C, foi Rogers, em 1904. Ele
observou que nas culturas o parasita se apresentava na forma flagelada. Nicolle e
colaboradores encontraram parasitos em cdes no ano de 1908, na Tunisia, sugerindo o
papel destes animais como reservatorios. Apenas no ano de 1931 é que os flebotomineos
foram incriminados como vetores, quando a transmissdo da doenca ficou conhecida
através de xenodiagndstico em hamsters. Henrique Penna relatou os primeiros casos da
infeccdo no Brasil em 1934, a partir de laminas histologicas de figado examinadas post
mortem para diagnostico de febre amarela. Evandro Chagas estudando a epidemiologia
da doenca suspeitou que 0 mosquito responsavel pela transmissdo aos humanos fosse o
flebotomineo L. longipalpis devido a sua constante presenca ao redor e no interior das

residéncias de pacientes doentes #*#%9),



Etiologia

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios intracelulares obrigatorios que
pertencem & ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatida e ao género Leishmania .
Existem mais de 21 espécies de Leishmania, que podem ser transmitidas ao homem por
aproximadamente 30 diferentes espécies de flebotomineos ®. As espécies de parasitas
responsaveis pela leishmaniose visceral sdo divididas em trés géneros: Leishmania
chagasi, Leishmania donovani e a Leishmania infantum. A L. infantum e a L. donovani
sd0 0s agentes causadores da doenga nas areas do mar Mediterraneo e do Oriente Médio
e a L. chagasi é responsavel pela forma clinica da leishmaniose visceral nas Américas

| 010

Central e do Sul, incluindo o Brasi O protozoéario Leishmania apresenta-se sob

duas formas evolutivas: promastigotas (Figura 1A), forma flagelada livre, encontrada no
tubo digestério do hospedeiro invertebrado, e amastigotas (Figura 1B), intracelulares,

predominante no hospedeiro vertebrado, cujo flagelo esta restrito a bolsa flagelar @Y.
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Figura 1 A. Formas promastigotas ou Figura 1 B. Formas amastigotas ou
flageladas do parasita aflageladas do parasita

Fonte: Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral



Vetor

Os vetores relacionados com a dispersdo do agente sdo os mosquitos da familia
dos flebotomideos, do género Lutzomyia. A espécie Lutzomyia longipalpis, também
conhecida por mosquito-palha, birigui ou tatuquiras, se constitui no principal vetor
brasileiro. O inseto vetor mede de 2 a 3 milimetros (Figura 2) e vive em ambientes peri-
domésticos, sendo amplamente distribuido em toda a América Latina ***®. Os vetores
vivem em habitats variados, mas as formas imaturas desenvolvem-se em ambientes

terrestres imidos, ricos em matéria organica e de baixa densidade luminosa **°.

Figura 2. Inseto vetor (Lutzomyia longipalpis)

Fonte: http://commons.wikimedia.org/wiki/File: Lutzomyia_longipalpis-sandfly.jpg

Reservatorios

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose, tendo o cdo (Figura 3A) como
principal reservatorio animal nos centros urbanos e raposas (Figura 3B) e outros
mamiferos em ambientes silvestres *"'®_ Sabe-se que fatores genéticos, desnutricdo e
presenca de animais infectados no ambiente sdo grandes contribuintes para a

manutenco do alto indice dessa doenga 922,



Figura 3 A. C3o (reservatorio centros urbanos) Figura 3 B. Raposa (reservatério silvestre)

Fonte: http://brasilescola.uol.com.br/doencas/leishmaniose-visceral.htm/
Fonte: http://www.cstr.ufcg.edu.br/grad_med_vet/mono2010_1/mono_gilzane.pdf

Ciclo Bioldgico

Os reservatdrios sao infectados a partir da picada das fémeas dos flebotomideos.
Durante o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado infectado, o flebotomideo
ingere macrofagos parasitados por formas amastigotas de Leishmania sp. Estas sofrem
divisdo binaria, multiplicacdo e diferenciacdo em formas paramastigotas, as quais
colonizam o esbfago e a faringe do vetor, onde permanecem aderidas ao epitélio pelo
flagelo. Diferenciam-se em formas promastigotas metaciclicas, que sdo as formas
infectantes. O ciclo biolégico completa-se com a picada do fleb6tomo infectado e
subsequente inoculacdo de formas promastigotas do parasita na corrente sanguinea de
um novo hospedeiro vertebrado. As formas infectantes sdo liberadas na epiderme do
hospedeiro e fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitario. No interior
dos macrofagos diferenciam-se em formas amastigotas, que se multiplicam
intensamente por divisdo binaria. Os macrofagos, repletos de amastigotas, tornam-se
desvitalizados e rompem-se liberando essas formas, que serdo fagocitadas por novos

macrofagos em um processo continuo. Ocorre entdo a disseminagdo hematogénica e


http://www.cstr.ufcg.edu.br/grad_med_vet/mono2010_1/mono_gilzane.pdf

linfatica para outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitario 2.

Leishmania Visceral
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Fonte:http://www.dpd.cdc.gov/dpdx

Epidemiologia

A LV é endémica em 62 paises, com 500.000 casos por ano e cerca de 200
milhdes de pessoas estdo vivendo em &reas de risco ®*24%%. Nos Gltimos dez anos, as
regides endémicas da doenca tém expandido juntamente com aumento do ndmero de
casos. No entanto, uma grande parcela de casos nao é reportada e apenas 32 dos 88
paises afetados consideram a leishmaniose uma doenca de notificacdo compulséria @©.
No Brasil, a doenca que era antigamente restrita as areas rurais do nordeste, hoje ja

alcanca os centros urbanos. A partir dos anos 90, as regides Centro-oeste, Norte e

Sudeste também comecaram a fazer parte das estatisticas, sendo que em 2011 ocorreram
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3.894 casos no pais e 262 obitos “"??) No Estado de Sdo Paulo, o primeiro caso
humano foi em 1999 e desde entdo tem ocorrido uma expansdo da area de transmissdo
da doenca ©%. No periodo de 1999 a 2009 foram confirmados 1750 casos e entre 2010 a
2012 houve 484 casos de LV ®*). No intervalo de 2012 a 2014, segundo o Centro de
Vigilancia Epidemioldgica (CVE), foram confirmados no Estado de S&o Paulo517 casos

de LV e 39 6bitos ©.

Fonte: WHO, 2014

Tratamento

Quanto ao tratamento da doenca, os antimonaispentavalentes (SbV) séo o
tratamento de primeira escolha, no entanto, certos mecanismos de acdo ainda nao séo
completamente entendidos e seu uso é contraindicado em alguns casos ©**. Alguns

estudos mostram que SbV possui atividade leishmanicida e aumenta a producdo dos



reativos do oxigénio. Na década passada foram registrados casos de resisténcia aos
antimoniais e falhas terapéuticas ©°. A anfotericina B é usada desde os anos 1960 como
o medicamento de segunda escolha, o qual exibe uma taxa de cura de 90 a 95% ©". E
indicada também em casos de toxicidade ou resposta insatisfatoria aos antimoniais, € é a
primeira escolha para tratar pacientes gravidas e casos terminais da doenca ©%.
Formulacbes lipidicas da anfotericina B como a lipossomal, complexo lipidico e
dispersdo de colesterol sdo a primeira escolha de tratamento indicada pelo Ministério da
Saude em certos casos como, criancas, pacientes acima de 50 anos ou aqueles
diagnosticados com complicagfes cardiacas, doencas no figado, rim ou positivos para a
doenca de Chagas ®3*°4%4) " As anfotericinas lipossomais sdo seletivamente absorvidas
pelo reticulo endoplasmatico, e além de possuirem acéo leishmanicida elevada, possuem
menor toxicidade ®°4°#42) E a primeira escolha de tratamento em paises endémicos da

Europa e em paises desenvolvidos por apresentar alta taxa de cura e um regime

curto3839:4041)

Leishmaniose e Resposta Imunolégica

No que se refere a resposta imune do hospedeiro os estudos tém mostrado que a
resisténcia a leishmaniose esta associada & produgdo de citocinas com capacidade de
ativar macréfagos, particularmente o IFN-y, cuja produgdo é garantida pelo
desenvolvimento de uma resposta especifica do tipo Thl, que depende de uma instrucéo
dada pela interacdo do microrganismo com células da resposta imune inata. Assim, em
um primeiro contato, as formas promastigotas da Leishmania spp interagem com
receptores presentes em células da resposta imune inata como células dendriticas (DCs)

e macrofagos, que liberam IL-12, que por sua vez estimula as células NK a secretarem



IFN-y. Juntas, a IL-12 e o IFN-y induzem a diferenciacdo e proliferacdo de linfocitos
CD4" em células Thl, que por sua vez produzem mais IFN-y. Essa citocina é
considerada como a principal responséavel pela inducdo da atividade leishmanicida por
macrofagos, uma vez que induz a expressao da iNOS e producdo de NO, que atua na
eliminacéo dos parasitas e consequentemente na resolugéo da infeccdo **44). Além do
IFN- v, macrofagos infectados secretam TNF-a, que age em sinergismo com o IFN-y no
processo de ativacdo macrofagica que culmina em aumento da atividade leishmanicida
mediada pela producdo de NO 847 Os achados em pacientes tém confirmado esse
mecanismo. Criancas infectadas com L. chagasi, vivendo em area endémica, exibiram
alta producdo de IFN-y quando células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)
foram estimuladascom antigeno de Leishmania, e conseguiram controlar a infecgéo,
enquanto que aquelas que apresentavam baixos niveis desta citocina progrediram para a
doenca “®. Ao contrario, foi observada uma baixa resposta proliferativa de linfocitos
contra o parasita e baixa producédo de IFN-y in vitro, associada com alta carga parasitaria
“9 " Em experimentos com células de pacientes com LV, a administracdo exégena de
IL-12 induziu a producdo de IFN-y por PBMCs, restaurou a resposta proliferativa de
linfocitos e diminuiu a apoptose espontanea ou induzida de PBMCs . Pacientes com
lesBes cutaneas graves e aqueles com LV apresentam altos niveis de TNF-o 2. Além
das células Thil, as células T CD8+ estdo envolvidas na defesa contra a Leishmania,
principalmente devido & producdo de IFN-y e da lise de células infectadas ©1°2.
Camundongos Balb/c infectados com L. donovani foram capazes de controlar a infecgéo
devido ao aumento desse subtipo celular 2. Ao contrario, a suscetibilidade & infeccéo e

a progressdo da leishmaniose estdo relacionadas com a producéo de citocinas, como a



IL-4 e a IL-10 e 0 TGF-B cuja principal funcdo é a desativacdo de macréfagos #6479,

A liberacdo de IL-4 ocorre devido a uma inducdo preferencial de células Th2, ja
a de IL-10 pode ocorrer tanto por células Th2 como por células T reguladoras (Tregs)
que sdo uma subpopulacdo de células T CD4+que expressam o fator de transcricéo
Foxp3 (Fork head Box P3) e CD25, além de produzirem citocinas como a IL-10 e o
TGF- B ®5%570 " Além da Th2 e da Treg, uma outra fonte importante de IL-10 é o
préprio macrofago infectado.

Além das subpopulagbes Thl, Th2 e Treg, as células Thl7 vém ganhando
destaque na resposta contra a Leishmania, apresentando, no entanto, resultados
contraditorios. Em camundongos Balb/c infectados com L. major foi detectada alta
producdo de IL-17, acompanhada por gravidade da doenca, destrui¢do tecidual e grande
carga parasitaria. Camundongos Balb/c, deficientes de IL-17, desenvolveram lesGes
menores, sem aclmulo de CXCL2 e presenca de poucos neutréfilos ©®. Estudo
realizado por Bacellar, et al ®® mostrou que tanto PBMCs quanto células T CD4+,
presentes nas lesdes de pacientes infectados com L. braziliensis, produzem altas
quantidades de I1L-17. Além disso, foi observado que esta citocina juntamente com TNF-
o contribuiu para a patogénese da doenca. Entretanto, em pacientes com Kala azar a
producdo de IL-17 e I1L-12 foram associadas com resisténcia & doenca, sugerindo que
essas citocinas desenvolveram papel complementar as citocinas de padrdo Thl
protegendo contra a doenca®. Estudo experimental com L. donovani mostrou que
curdlan, um polissacarideo com propriedades imunomoduladoras, é capaz de induzir
citocinas Thl7 como IL-17 e IL-23, o que contribuiu para a diminuicdo da carga

parasitaria V.
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Leishmaniose e Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo é classicamente definido como um evento resultante do
desequilibrio de magnitude entre substancias oxidantes e antioxidantes ®*%%). Ambas as
substancias (oxidantes e antioxidantes) sdo geradas em um cenario de rea¢fes de 6xido-
reducdo, onde a oxidacdo implica em ganho de elétron e a reducdo, em perda. Visto que
a geracdo e a agdo de substancias oxidantes e antioxidantes dependem desse sistema de
6xido-reducdo, muitos autores tém usado o termo desequilibrio do sistema redox para se
referir ao estresse oxidativo. Popularmente denominadas radicais livres, as substancias
oxidantes incluem espécies reativas de oxigénio e nitrogénio ©+6°9).

Em condic¢bes normais essas espécies sdo produzidas pelo organismo por serem
essenciais em reacOes consideradas vitais para o0 organismo, como pelo sistema
imunoldgico na destruicdo de micro-organismos, quimiotaxia de células inflamatorias, e
pela enzima NADPH oxidase para participarem de reacdes quimicas intracelulares ©¢7®).

Dentre as espécies mais comuns temos o hidroxil, hidroperoxil, superédxido,
6xido nitrico, H,O,, dentre outros. Todos esses, apresentam um elétron livre, por isso, a
presenca de antioxidantes é essencial para que essa espécie seja neutralizada e o
organismo ficar em equilibrio. Porém por algum motivo quando essas espécies sdo
produzidas em abundancia (estresse oxidativo) elas oxidam moléculas mais vulneraveis
como os lipideos, gerando produtos toxicos como o malondialdeido os quais séo
produtos secundarios do estresse oxidativo que atacam as proteinas e DNA, afetando
suas estruturas fazendo com que percam sua funcao ©9.

As alteragcOes observadas no estresse oxidativo podem ser encontradas em
individuos saudaveis, contudo podem ser controladas pelos mecanismos antioxidantes

os qual é composto por antioxidantes hidrofilicos como catalase, superdxido dismutase,
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bilirrubina, acido Urico, albumina e vitamina C e antioxidantes lipofilicos como os
carotenoides, a-tocoferol. Por outro lado, individuos que se encontram doentes, em sua
grande maioria, apresentam um desequilibrio nos sistema redox, favorecendo um
intenso estresse oxidativo no organismo, que resulta na presenca de grandes
concentracdes de espécies reativas do oxigénio e consequentemente na oxidacdo de
moléculas vulnerdveis e lesbes teciduais. Neste contexto, os estudos tém proposto que o
stress oxidativo pode estar envolvido na patogénese de varias doencas infecciosas e
parasitarias, incluindo a leishmaniose. Como mencionado, o principal mecanismo de
defesa do hospedeiro contra a leishmania, envolve a ativagdo de macréfagos e a
consequente liberacdo de espécies reativas do oxigénio e nitrogénio que possuem
atividade leishmanicida. No entanto, durante o processo de ativagdo, em uma tentativa
de melhor eliminar os parasitas, essas células podem liberar concentracdes elevadas
destes metabdlitos com consequente desenvolvimento de stress oxidativo. Existem
poucos estudos avaliando se este processo pode estar associado com a patogénese da
leishmaniose. Neste sentido, Neupane e coloboradores (2008) avaliaram, em eritrécitos
de pacientes com leishmaniose, niveis de MDA (uma substancia indicativa da
peroxidacdo lipidica causada por excesso de espécies reativas), bem como os niveis de
glutationa, um antioxidante enddgeno. Observou-se um aumento de MDA, mas
diminuicdo da glutationa, que revela um desequilibrio entre os agentes oxidantes e
antioxidantes. Dois outros estudos realizados em cdes infectados com leishmania
também observaram um aumento nesse indicador da peroxidacéo lipidica e diminuicéo
de carotendides. Um outro estudo, em hamsters, confirma que a doenga provoca
aumento nos niveis de MDA, mas consumo de vitaminas antioxidantes. Neupane e

colaboradores (2008) também observaram um aumento de MDA e diminuicdo de
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antioxidantes tais como alfa-caroteno, criptoxantina, alfa-tocoferol e retinol em doentes
com doenca activa. No entanto, apds o tratamento, houve uma diminuicdo nos niveis de
MDA e aumento nos niveis de alguns destes antioxidantes, mostrando que o tratamento
pode reverter parcialmente o stress oxidativo desenvolvido durante a doenga. Os
trabalhos acima apontam para a necessidade de se elaborar estudos que visem
aprofundar o0 nosso conhecimento sobre os mecanismos envolvidos no desenvolviemnto

do stress oxidativo na leishmaniose (074727374,
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Objetivos

Objetivo Geral
Avaliar a produgédo de citocinas de padrdo Thl, Th2 e Thl7 e mediadores do
estresse oxidativo no plasma de pacientes com leishmaniose visceral antes e ap0s

tratamento.

Obijetivos Especificos
e Avaliar a producdo das citocinas IFN vy, IL-6, TNF-a, IL17, IL-10 e TGF-p, pela
técnica de CBA.
e Avaliar as concentragbes de malondialdeido (MDA), um indicador de
peroxidacao lipidica.
e Auvaliar o sistema antioxidante pela afericdo das concentracdes de carotendides,
a-tocoferol e retinol por HPLC, e a capacidade antioxidante hidrofilica (CAH)

das amostras.
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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é causada pelos protozoarios intracelulares
obrigatorios pertencentes ao complexo L. donovani. O sucesso na cura na LV depende
principalmente do estado imunitario do hospedeiro em combinacéo com os efeitos das
drogas leishmanicidas. Nesse sentido, a resisténcia do hospedeiro a leishmaniose esta
associada a producdo de citocinas envolvidas na inducéo e efetuacdo de uma resposta do
tipo Thl, como IL-12, IFN-y e TNF-a. Essa resposta culmina na ativacdo de macrofagos
com conseqliente aumento na producdo de metabodlitos do estresse oxidativo com
atividade leishmanicida. Por outro lado, a suscetibilidade a infeccdo e a progressao da
doenca estdo relacionadas com o direcionamento de uma resposta do tipo Th2, com
producdo de IL-4 e de outras citocinas como a IL-10, que desativam macrofagos. A
subpopulacdo de células Th1l7 vem ganhando importancia na resposta contra a
Leishmania, entretanto ndo se sabe até o momento se esta envolvida na resisténcia ou
suscetibilidade a infeccdo. Apesar desses resultados, sdo raros os trabalhos que tenham
objetivado avaliar de forma sistematica, os perfis de resposta de células CD4+ em
pacientes com LV, antes e apds o tratamento. Desta forma, um dos objetivos do presente
estudo foi quantificar as citocinas do perfil Thl, Th2 e Th17 nestas duas fases da
evolucdo da doenca. Outro objetivo foi avaliar o estado redox desses pacientes, uma vez
que ao tentar eliminar o parasita através do processo de ativacdo de macrofagos, os
mesmos podem liberar quantidades exageradas de metabdlitos leishmanicidas, que
podem levar a um estresse oxidativo envolvido na patogénese da doenca. Foi observada
uma tendéncia dos pacientes apresentarem um aumento nos niveis das citocinas pro-
inflamatdrias 1L-17 e IFN- y antes do tratamento com diminuigcdo ap6s o tratamento.

Diferencas significantes, foram detectadas em relagdo aos niveis de IL-6 e IL-10.
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Pacientes antes do tratamento apresentaram uma producdo mais alta das duas citocinas
em relacdo aos individuos controles. No entanto, ap6s o tratamento, essa producéo
abaixou de forma significante, atingindo novamente niveis semelhantes aos dos
individuos controles. Em relacdo ao estado redox detectamos que pacientes com a
doenca ativa apresentaram um aumento da substancia malondialdeido (MDA), associado
a uma diminuicdo de carotendides antioxidantes como o licopeno e a luteina o que
revela a presenca de um desequilibrio oxidativo nesses pacientes. As associacdes entre
os achados imunoldgicos e os relativos ao estado redox dos pacientes e as suas

implicagOes para a patogénese da leishmaniose séo discutidos.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral, Sistema immune, Citocinas, Estado redox.
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1. INTRODUCAO

A leishmania é uma doenca causada por protozoarios do complexo Leishmania
donovani que pode ser manifestada sob duas formas, a cutanea e a visceral. A forma
visceral da leishmaniose, também chamada Kala Azar, € letal se ndo tratada, por
comprometer o baco, figado (esplenomegalia e hepatomegalia) e linfonodos, alem de
causar febre, anemia, perda de peso, hiperglobulinemia e pancitopenia 234®_Embora
os fatores de risco para essa doenca ndo sejam totalmente conhecidos, sabe-se que
fatores genéticos, desnutricdo e presenca de animais infectados no ambiente sdo grandes
contribuintes para a manutenco do alto indice dessa doenca © "2,

Para defender o organismo desse protozoario, a resposta imunoldgica tem papel
decisivo na interacdo patogeno-hospedeiro. Quando a infeccdo ocorre, as formas
promastigotas da leishmania interagem com receptores presentes em células da resposta
imunoldgica inata como células dendriticas (DCs) e macrofagos, o que permite sua
fagocitose e o desencadeamento sucessivo de mecanismos efetores da resposta
adaptativa. Estudos tém mostrado que a resisténcia a leishmaniose esta associada a
producdo de citocinas capazes de ativar macréfagos, particularmente o interferon
gamma (IFN-y), cuja indugdo é proveniente, principalmente, pelo desenvolvimento de
uma resposta especifica do tipo T helper 1 (Thl). Esta citocina é secretada, também, por
células T CD8+, que estdo envolvidas, inclusive, na lise de células infectadas ©**'Y. Ao
contrario, a suscetibilidade a infeccéo e a progressdo da leishmaniose estdo relacionadas
com a producdo de citocinas do perfil Th2 e T reguladoras (Tregs), como as
interleucinas 4 e 10 (IL-4 e a IL-10) e o TGF-B que desempenham a funcdo de

12,13,14,15,
s

desativacdo de macréfago 16170 Qutra populacdo de células que vém ganhando
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destaque na resposta contra a Leishmania é a Th17 que, na literatura, apresenta
resultados contraditérios frente ao seu papel na patogénese da doenga. Em camundongos
Balb/c infectados com L. major foi detectada alta producéo de IL-17, acompanhada por
gravidade da doenga, destruicdo tecidual e grande carga parasitaria. Camundongos
Balb/c, deficientes de IL-17, desenvolveram lesGes menores, sem acUmulo da
quimiocina CXCL2 e presenca de poucos neutréfilos 8. Estudo realizado por Bacellar,
et al “ mostrou que tanto células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) quanto
células T CD4+, presentes nas lesbes de pacientes infectados com L. braziliensis,
produzem altas quantidades de IL-17. Além disso, foi observado que esta citocina
juntamente com o fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) contribuiu para a patogénese
da doenca. Entretanto, em pacientes com Kala-zar a producdo de IL-17 e I1L-12 foram
associadas com resisténcia a doenca, sugerindo gque essas citocinas desenvolveram papel
complementar as citocinas de padrio Thl protegendo contra a doenca “%. Estudo
experimental com L. donovani mostrou que curdlan, um polissacarideo com
propriedades imunomoduladoras, é capaz de induzir citocinas do perfil Th17 como IL-
17 e 1L-23, 0 que contribuiu para a diminuicdo da carga parasitaria @. Apesar desses
estudos, sdo raros os trabalhos que tenham objetivado avaliar de forma sistematica, 0s
perfis de resposta de células auxiliares (CD4+) em pacientes com LV, antes e apds o
tratamento. Essa abordagem se torna necessaria para o estabelecimento mais definitivo
dos mecanismos de resisténcia e suscetibilidade a infecgéo.

No que se refere ao tratamento da leishmaniose as drogas de primeira escolha,
estdo os antimonais pentavalentes (SbV), o qual é contraindicado em alguns casos
devido a certos mecanismos de acdo que ainda ndo sio completamente entendidos © .

Em casos de toxicidade ou resposta insatisfatoria aos antimoniais, a anfotericina B €
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indicada. Ela é considerada, também, droga de primeira escolha para tratar pacientes

gravidas e casos terminais da doenca %29

. J& as anfotericinas lipossomais sdo
seletivamente absorvidas pelo reticulo endoplasmatico e possuem, além de menor
toxicidade, acdo leishmanicida elevada #>%*2%%) Esses tratamentos tém sido eficaz,
porém ndo estd bem estabelecido como o estado redox e o sistema imunolégico se
comportam perante eles.

Baseado nesses relatos fica claro que a resposta imunoldgica e os diferentes
perfis Thl, Th2 e Th17 estdo envolvidos na tentativa de eliminar o hospedeiro, porém o
mecanismo pelo qual as células eliminam esse microorganismo tem sido muito
investigado.

Estudos tém demonstrado que diversas células inflamatdrias utilizam a formacao
de espécies reativas para eliminar parasitas tanto intracelulares como extracelulares
(27.2829) Entretanto, a producdo dessas espécies em excesso, fendmeno conhecido como
estresse oxidativo, passa a ser tdxica para 0 organismo, pois elas tém a capacidade de
oxidar moléculas vitais como proteinas, lipideos e o DNA, podendo levar a varias
complicagBes e até ao desenvolvimento de outras doencas ©®. Um dos fatores que
retarda ou até impede o desenvolvimento do estresse oxidativo, € o sistema antioxidante
que neutraliza essas espécies impedindo que afetem biomoléculas Y. Esse sistema é
composto por algumas enzimas produzidas endogenamente, mas principalmente pelas
vitaminas e os carotendides os quais sdo encontrados em frutas e hortalicas como a
luteina, criptoxantina, alfa e beta caroteno e licopeno ©?.

Baseados nos relatos acima podemos hipotetizar que na leishmaniose, durante o
desenvolvimento do principal mecanismo de defesa do hospedeiro que é a ativacéo de

macrofagos, ocorreria uma producdo excessiva de metabolitos do oxigénio e do
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nitrogénio com capacidade leishmanicida, que levariam os pacientes a desenvolverem
um estresse oxidativo envolvido na patogénese da doenga.

Diante do exposto, objetivamos avaliar no plasma de pacientes com leishmaniose
visceral, antes e ap6s o tratamento, os niveis de citocinas do perfil Thl, Th2 e Thl7,

assim como de mediadores do estresse oxidativo e antioxidantes.

2. CASUISTICA E METODOS

2.1. Casuistica

Foram estudados 13 individuos com leishmaniose visceral pré e pos-tratamento.
Também, foram avaliados 18 individuos controles, todos doadores de sangue do
Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. Os
pacientes foram atendidos no Hospital Estadual de Bauru — Sao Paulo e no Hospital das
Clinicas (Unidade 1l) da Faculdade de Medicina de Marilia. Foram incluidos apenas 0s
pacientes e controles que concordaram em participar do estudo, ap6s o devido
esclarecimento e assinatura no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Medicina de Botucatu — UNESP, sob protocolo n® 531.834/2014.

2.2. Métodos

2.2.1. Formacéo dos grupos de estudo

Foram formados 3 grupos:
Grupo 1 (G1): 13 pacientes com leishmaniose visceral antes do tratamento
(considerado o primeiro momento do estudo, M1).

Grupo 2 (G2): 11 dos pacientes que participaram do M1, analisados cerca de 3
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meses apos o tratamento (Segundo momento, M2).
Grupo 3 (G3): 18 individuos sem a infeccdo, saudaveis, doadores de sangue e,
sem queixas clinicas. Estes individuos foram avaliados apenas uma vez para
estabelecer o padréo de normalidade das variaveis estudadas (grupo controle).
Critérios de inclusdo no estudo: idade maior ou igual a18 anos, ambos 0s sexos,
diagnostico de leishmaniose visceral comprovado.
Critérios de exclusdo no estudo: gestantes, doencgas de origem granulomatosa e
sorologia positiva para HIV.
2.2.2. Diagnostico de leishmaniose visceral
O diagnostico de leishmaniose visceral foi realizado por exame parasitologico,
através de aspirado de medula éssea.
2.2.3. Caracterizagao dos pacientes
A tabela 1 contém os dados coletados de 13 pacientes com LV e 18 individuos
do grupo controle, com os respectivos valores de p. A idade média dos individuos do G1
(grupo controle) foi de 31,3 anos e de G2 (pacientes) foi de 36,3 anos (faixa de 23 a 72
anos). O habito de fumar ou o etilismo foram observados apenas no grupo G2, com uma
porcentagem de 38,6% para o tabagismo e 7,6% para o etilismo. Nesta tabela ainda séo

mostrados o0s 3 tipos de tratamento adotados para os pacientes.
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Tabelal. Caracterizacdo dos pacientes com leishmaniose visceral e grupo controle.

Variaveis Pacientes (n=13)  Controles (n=18) Valor de p
Gle G2 G3

Género Masculino — n (%) 11 (84,6%) 13 (72,2%) 0,667
Género Feminino —n (%) 2 (15,4%) 5 (27,8%) 0,667
Média da Idade (anos) 36,3+11,59 35,18+10,13 0,862
Tabagismo - n (%) 5 (38,6%) 0 (0%) 0,008
Etilismo - n (%) 1 (7,6%) 0 (0%) 0,419
Tratamento com Anf. B* - n (%) 4 (30,8%) - -
Tratamento com Anf. L** - n (%) 7 (53,8%) - -
Tratamento com Gluc.*** - n (%) 2 (15,4%) - -

* AnfotericinaB - 1mg/ kg/ dia por 20 dias
**Anfotericina B Lipossomal-> 5mg/ kg/ dia por 5 dias
***Glucantime-> 20mg/ kg/ dia por 20 dias
2.2.4. Coleta de sangue

A coleta de 20 mL de sangue em tubo hepaninizado, foi realizada em um Gnico
momento para os individuos controles e, em dois momentos nos pacientes (pré e pos-
tratamento). Em seguida, os tubos foram centrifugados para separacdo da fracéo
plasmaética, que foram aliquotas e armazenadas a -80° C até a realizacdo das analises.
2.2.5. Avaliagéo da producéo de citocinas

A dosagem plasmatica das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10, IL-17, IL-6 e TGF-$
foi realizada pela técnica CBA, e analisadas em citdmetro de fluxo modelo
FACSCALIBURTM (Becton Dickinson) usando o programa “Cell Quest” (Becton

Dickinson) de acordo com as indicagdes do fabricante. Os resultados foram expressos
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em pg/mL.

2.2.6. Avaliacéo do estresse oxidativo

Para avaliar o estresse oxidativo utilizou-se o indicador de peroxidacao lipidica
malondialdeido (MDA) e, a partir de 100pL de plasma de cada individuo do estudo, a
técnica de cromatografia de alta eficiéncia (HPLC) foi realizada ©®®. A fase mével foi
composta de 20mM tampéo fosfato: acetonitrila (80:20). O fluxo PE 0,8mL/min. Para a
quantificacdo dos cromatogramas foi realizada a comparagdo entre as relacdes area da
substancia/area do padrdo, obtidas na analise. Os resultados foram expressos em
pmol/mL.

2.2.7. Medida da capacidade antioxidante hidrofilica (CAH)

A medida da capacidade antioxidante hidrofilica foi determinada
fluorometricamente, conforme protocolo descrito por Beretta e colaboradores (2006) ©*
utilizando leitor VICTOR X2 (Perkin ElImer —Boston, MA) . A capacidade antioxidante
foi quantificada por meio de comparagdo da area sobre a curva relativa a cinética de
oxidacgéo da suspensao fosfatidilcolina (PC), o qual foi usado como referéncia de matriz
biologica. O 2°,2 Azobis (2- amino-propano)- dihdroclorado (AAPH) foi usado como
iniciador de radical peroxil. Os resultados representam a porcentagem de inibicdo do
(4,4-difluoro-5-(4-fenil1-3butadienil)-4-bora-3? 43-diaza-s-indaceno-3-cidoundecandico
(BODIPY) 581/591 no plasma com relagcdo ao que ocorreu na amostra controle do
BODIPY 581/591 em lipossoma PC. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
Os resultados foram apresentados em porcentagem de protecao.

2.2.8. Avaliacgao de vitaminas (carotendides, a-tocoferol e retinol)
Os carotenoides, a-tocoferol e retinol e foram medidos por HPLC, em coluna

C30 (Waters —YMCcarotenoid: 4,6 x 150mm; 3,0um). Foram extraidos duas vezes do
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soro (100uL) os carotenoides com cloroférmio: metanol (2:1 v/v) e hexano em seguida
secos em nitrogénio e ressuspendido em 100uL de etanol em 20 uL dessa amostra
injetado no HPLC. Padrdo interno echinenona foi adicionado na amostra antes da
extragdo. Um detector de fotodiiodo foi utilizado para quantificar carotendides (leitura a
455 nm), retinol (325 nm) e o-tocoferol (290 nm)®® Para a quantificacio dos
cromatogramas foi realizada a comparacgdo entre as relagdes area da substancia pela area
do padrdo interno, obtidas na analise. Os valores das substancias da solucdo padréo

foram corrigidos por seus coeficientes de extingdo molar, e expressos em umol/mL.

3. ANALISE ESTATISTICA

A dosagem das citocinas foi analisada pelo teste de Wilcoxon para dados
assimétricos entre dois grupos dependentes. Dados assimétricos entre dois grupos
independentes foram analisados pelo teste de Mann-Whitney. Todas as analises foram
realizadas usando o software Graphpad Prims 5.01 e foram considerados significativos
dados com p<0,05.

Os dados categéricos foram avaliados por teste de ¥2 quadrado ou teste exato de
Fisher, quando o nimero de observagéo foi inferior a 5.

Realizou-se tambem um teste de normalidade para verificar a distribuicdo dos
dados, para as dosagens de vitaminas, de indicador de peroxidacdo lipidica
malonildialdeido (MDA) e medida da capacidade antioxidante hidrofilica. Como, os
mesmos apresentaram uma distribuicdo assimétrica, optou-se por ajustar um Modelo
Linear Generalizado com Distribuicdo Gamma seguida do Teste de comparacdo multipla
de Wald. Considerou-se p<0,05 como nivel de significancia. O programa utilizado para

realizar as andlises foi o programa SAS for windows, versao 9.2.
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4. RESULTADOS

4.1. Quantificacao de citocinas

Os niveis das citocinas IL-17, TNF-a, IFN-y, TGF-B, IL-6 e IL-10 detectados
nos plasmas de individuos controles, e pacientes com LV antes e ap0s o tratamento
podem ser analisados nas Figuras 1 A,B, C, D, E e F, respectivamente.Observamos que,
de uma forma geral, foram detectados niveis bastante baixos das citocinas no plasma dos
3 grupos. Em relacéo as citocinas pro-inflamatorias 1L-17, TNF-a e principalmente IFN-
v houve uma tendéncia de os pacientes apds o tratamento apresentarem uma diminuicao
dos niveis. No entanto, diferencas importantes foram detectadas em relagdo aos niveis
de IL-6 e IL-10. Pacientes antes do tratamento apresentaram uma producéo
significativamente mais alta em relacdo aos individuos controles. Apds o tratamento
essa producdo abaixou de forma significativa, atingindo novamente niveis semelhantes

aos dos individuos controles.
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Figura 1 (A,B,C,D,E,F). Quantificacdo das citocinas IL-17, TNF-a, IFN-y, TGF-B, IL-6 e IL-
10 no plasma de individuos controles e pacientes com LV antes e apds o tratamento. A linha
horizontal representa a mediana. G1= grupo antes do tratamento, G2= apds o tratamento, G3=
grupo controle. Testes utilizados: Wilcoxon para comparacoes entre G1 e G2 e Mann-Whitney

para comparagdes entre G3 e os demais grupos (p<0,05).
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4.2. Avaliacao do estresse oxidativo

Os niveis de MDA foram maiores no G1 quando comparados com o grupo G2 e

G3, conforme demonstrado na figura 2.

p<0,001

p=0.001

p=109319

[ I

pmol/L

(7]
11}

Figura 2. Niveis de malondialdeido nos individuos do estudo. G1= grupo antes do tratamento,

G2= ap6s o tratamento, G3= grupo controle. Testes utilizados: Modelo Linear Generalizado

com distribuicdo Gama seguido do Teste de comparacdo multipla de Wald. (p<0,05).

4.3. Capacidade antioxidante hidrofilica

O grupo controle G3 apresentou menor porcentagem de capacidade antioxidante

hidrofilica que os grupos Gle G2 (p<0,05), como mostra a figura 3.
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Figura 3. Capacidade Antioxidante Hidrofilica dos pacientes com LV e grupo controle. G1=
grupo antes do tratamento, G2= apds o tratamento, G3= grupo controle Testes utilizados:
Modelo Linear Generalizado com distribuicio Gama seguida do Teste de comparacéo
maltipla de Wald (p<0,05).

4.4. Niveis de vitaminas

Em relacdo as vitaminas estudadas, houve diferenca na dosagem de luteina
apenas entre 0 G1 e G3 (0,1 0,3 e 0,01 £0,03 pumol/mL, respectivamente, p= 0,0019).
Para a criptoxantina, houve diferenca entre os grupos G1 e G2 (0,02 +0,01 e 0,06 £0,09
pmol/mL, p= 0,0006) e G1 e G3 (0,02 £0,01 vs 0,05 +0,07 pmol/mL, p= 0,0003).
Verificou-se, também, que os niveis de a-caroteno foram diferentes entre os grupos G1 e
G2 (0,01 +0,01 vs 0,03 £0,04 pmol/mL, p=0,0028) e G1 e G3 (0,01 +0,01 vs 0,02 +0,04
pmol/mL, p=0,0001. Ja para o licopeno, a diferenca ocorreu apenas entre os grupos G1
e G3 (0,12 £ 0,18 vs 0,4 + 0,46 pmol/mL, p= 0,0014). O G2 apresentou dosagem mais
elevada de retinol (9,97 £ 4,75 pumol/mL) em comparacgéo ao G1 (1,08 £ 0,62, p<.0001)

e G3 (0,65 +1,67, p= 0,0008) e, niveis mais elevados de a-tocoferol (27,52 + 18,56
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pmol/mL) que G1 (9,16 = 3,85, p= 0,0024) e G3 (2,77 £11,14). N&o foi observada

diferenca na dosagem do - caroteno (tabela 2).

Tabela 2. Niveis plasmaticos de vitaminas nos individuos do estudo (G1: antes do

tratamento/ G2: depois do tratamento/ G3: controle) de acordo com 0s grupos.

Vitaminas (umol/L) Gl G2 G3
Luteina 01+ 0,3° 0,04 + 0,03°° 0,01+ 0,03°
Criptoxantina 0,02+ 0,01° 0,06 + 0,09° 0,05+ 0,07¢
a-Caroteno 0,01+ 0,012 0,03+ 0,04° 0,02+ 0,04°
B-Caroteno 0,14+ 0,34° 0,07+ 0,13° 0,07+ 0,14°
Licopeno 0,12+ 0,18° 0,19+ 0,27° 04+ 0462°
Retinol 1,08+ 0,62° 9,97+ 4,75° 0,65+ 1,672
a-Tocoferol 9,16+ 3,85° 27,52+ 18,56° 2,77+ 11,14°

Dados séo expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenga significante
(p<0,05). Teste estatistico: Distribuicdo Gamma.

5. DISCUSSAO

Um dos objetivos do presente trabalho foi avaliar a producdo de citocinas de
padrdo Thl, Th2 e Th17 no plasma de pacientes com leishmaniose visceral antes e apds
tratamento. Diferengas significativas foram obtidas nos niveis das citocinas 1L-6 e IL-
10. O grupo de pacientes apresentou elevacdo antes do tratamento com diminuicdo
significativamente apds o tratamento, sugerindo uma associacdo dessas citocinas com a
doenca ativa e consequentemente com a imunopatogénese da mesma.

Um ponto inicial de discussdo refere-se as fontes celulares responsaveis pelos
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altos niveis de IL-10 e IL-6 detectados. A IL-6 é uma citocina pro-inflamatoria com um
papel importante na inflamacdo aguda e crénica, atuando em muitos tipos de células
diferentes®. Ela induz a sintese de proteinas de fase aguda pelos hepatécitos, producéo
de anticorpos por células B, a diferenciagdo de mondcitos em macrofagos e o
desenvolvimento de células-tronco hematopoiéticas ©®. Apesar deste perfil pro-
inflamatorios outros estudos consideraram esta citocina como um indutor importante da
resposta Th2 enquanto que, simultaneamente, inibe a resposta Thl . No entanto, em
anos recentes, esta citocina tem emergido como uma importante indutora de Th17 839,
J4, a IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria produzida por varios tipos celulares
incluindo células Th2, mondcitos/ macréfagos e células Tregs “%4Y.

Assim, estamos sugerindo que nos pacientes estudados antes do tratamento, que
durante a interacdo inicial da leishmania com os macréfagos, haveria uma grande
producdo de IL-10 e de IL-6. Os altos niveis de IL-6 resultariam em uma inducédo
preferencial de células Th2 que liberariam mais IL-10, que na leishmaniose esta
associada a suscetibilidade & infeccao**>*"). Os altos niveis de I1L-6 podem também
estar associados a uma inducdo de Thl7, pois houve uma tendéncia de os pacientes
antes do tratamento apresentarem niveis mais altos de IL-17 em relagdo aos tratados. O
papel da Th17 na leishmaniose ainda é controverso, alguns estudos demonstram o seu
papel na suscetibilidade a doenca, enquanto outros relacionam a protecio™®92%2D),
Assim, no presente estudo, a associacdo dos altos niveis de IL-6 com uma possivel
inducdo de Th17 em pacientes com LV ativa, permite considerar que essa subpopulacdo
possa estar envolvida na suscetibilidade a infeccdo. Ainda em relacdo & IL-10 , os

macrofagos ou mesmo células dendriticas produzindo preferencialmente IL-10 durante a

resposta imune inata instruiriam uma resposta adaptativa mediada por células Tregs
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que produziriam ainda mais IL-10. Alguns estudos confirmam a ativacao dessas células
na leishmaniose. Na infeccdo experimental com L. major, essas células foram as
responsaveis por manter a sobrevivéncia do parasita nas lesées controlando a expressdo
de mecanismos efetores °*?. Pacientes com LV apresentaram aumento de células
Tregs na medula éssea com consequente aumento da producéo de IL-10 e supressao de
células T efetoras locais, o que contribuiu para a persisténcia do parasita “®. Outro
estudo mostrou diferenciacdo dessas células a partir de PBMCs de pacientes com LV
ativa. Essa diferenciacdo, no entanto, diminuiu significativamente apds a cura desses
pacientes 4.

Outro objetivo do presente trabalho foi avaliar o estado redox dos pacientes,
antes e apds o tratamento, uma vez que ao tentar eliminar o parasita através do processo
de ativacdo de macréfagos, os mesmos podem liberar quantidades exageradas de
metabdlitos leishmanicidas, que podem levar a um estresse oxidativo envolvido na
patogénese da doenca. Observamos que a doenga proporcionou aumento do MDA
quando comparado aos individuos do grupo controle o que reflete em desequilibrio
oxidativo com consequente oxidacdo de lipideos. Observamos também que houve uma
diminuigdo significante, de alguns carotendides, os quais sdo potentes antioxidantes
como o licopeno e a luteina, o que pode ter diminuido a capacidade antioxidante global
desses individuos. Em situacdo de estresse oxidativo ocorre uma ativacdo da capacidade
antioxidativa através de uma interacdo entre os varios antioxidantes os quais com a
funcdo de desativar as espécies se consomem quando doam elétrons, formando outras
moléculas que sdo inertes e inofensivas ao organismo. S0 escassos 0s trabalhos que
avaliam os antioxidantes e indicadores de peroxidacdo lipidica, durante o

desenvolvimento da leishmaniose. Nesse sentido, Neupane e colaboradores (2008),



41
avaliando em eritrécitos os niveis de glutationa, um antioxidante endégeno e MDA,
observaram resultados semelhantes aos nossos, isto é, um aumento no MDA e uma
diminuigdo na glutationa na doenga ativa. Outros dois trabalhos realizados em cées
portadores ou ndo de leishmania, também observaram aumento desse indicador de
peroxidacdo lipidica e diminui¢do de carotendides nos animais infectados. Outro estudo
realizado em hamster confirma que a doenca desencadeia aumento no MDA e consumo
de vitaminas antioxidantes. Apos o tratamento, detectamos uma diminui¢cdo do MDA e
aumento de alguns antioxidantes como criptoxantina e alfa caroteno, alfa tocoferol e
retinol. Assim o tratamento de certa forma consegue reverter o estresse oxidativo
presente durante a doenga ativa. S&o raros os trabalhos que realizaram esse estudo
comparativo, antes e apds tratamento. Encontramos apenas o trabalho de Neupane e
colaboradores (2008) cujos resultados estdo parcialmente de acordo com 0s n0Ss0S uma
vez que ap6s o tratamento ocorreu uma diminuicio no MDA e aumento de
antioxidantes. Outros parametros como capacidade antioxidante, retinol, criptoxantina
permaneceram elevados, sugerindo que o medicamento ndo conseguiu reverter
totalmente o stress oxidativo “546:47:4849.50)

Conjuntamente, 0s nossos resultados mostraram uma associacgao entre LV ativa,
altos niveis de IL-10 e de IL-6 e desenvolvimento de estresse oxidativo. Essa
associacao de inicio parece controversa, particularmente em relacdo a IL-10 e estresse
oxidativo, uma vez que altos niveis dessa citocina se relacionam com maior
suscetibilidade a infeccdo justamente pelo seu papel de desativar macréfagos e inibir a
producdo de metabdlitos do oxigénio e nitrogénio. Nesse sentido, camundongos
deficientes de IL-10 ou camundongos tratados com anticorpos anti-receptor de IL-10

apresentaram uma diminuicdo das lesdes cutaneas e n&o apresentaram reativacéo V.
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PBMCs de individuos com leishmaniose aguda visceral expressam altos niveis de
mMRNA para IL-10 em resposta a estimulagdo in vitro com antigenos da Leishmania. No
entanto, administracdo de anticorpos monoclonais anti IL-10 aumenta a resposta
proliferativa dessas células em resposta a esses mesmos antigenos®?. Pacientes com
doenga ativa apresentaram altos niveis séricos de IL-10 e aumento do seu mRNA no
tecido lesionado®®. Em pacientes com LV em atividade, no Sudao e india, foi detectada
expressdo elevada de mRNA de IL-10 na medula dssea, linfonodos, PBMCs e células
esplénicas, que diminuiram apés o tratamento®’. A adicdo de IL-10 recombinante em
macrofagos humanos inibiu a destrui¢do, mediada por NO, da L. infantum, L. major e L.
braziliensis ©.
No entanto, quando analisamos os resultados de IFN-y, TNF-o e 1L-17, apesar de
nédo revelarem diferencas estatisticamente significativas, podemos sugerir que durante a
doenca ativa, detectamos concomitantemente a producdo de citocinas pré e anti-
inflamatorias. Esse achado pode ser explicado por alguns estudos mostrando que um
padrdo Thl ou Th2 dominante ndo pode ser considerado para a leishmaniose visceral
humana, uma vez que nos tecidos linféides de pacientes com infeccdo aguda foram

(657 A concomitante

detectadas igualmente, tanto citocinas de padrdo Thl como Th2
presenca de IFN- y e IL-10 também foi detectada em camundongos suscetiveis durante a
leishmaniose ativa ®3°. Assim, estamos sugerindo que no caso dos nossos pacientes
ndo tratados apesar da producdo de IL-10, que desativa macrdfagos e inibe uma resposta
do tipo Thl, ainda tivemos uma substancial producdo de IFN-y, TNF- o que ao final
resultou em uma ainda excessiva producao de radicais livres do oxigenio e nitrogénio e

consequente estabelecimento do estresse oxidativo. Em relacdo especificamente a IL-

17, a presenca dessa citocina pode ter levado a uma ativacdo de neutréfilos o que
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resultou em uma producéo adicional de metabolitos do oxigénio e nitrogénio. No caso
dos pacientes tratados, independentemente de ndo haver a produgéo de IL-10, foram
detectados niveis muito baixos de IFN-y, TNF- o e IL-17, 0 que pode ter determinado
uma ndo ativacdo exagerada de macrdfagos e neutrofilos e uma diminuigdo na producéo
de metabolitos toxicos. Concluimos que no caso dos pacientes com LV estudados, o
desenvolvimento do estresse oxidativo parece ter sido preponderante para a patogenia da

doenca.
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Conclusao

A producdo de citocinas mostrou diferenga entre 0os momentos pré e pos-
tratamento para IL-6 e IL-10, que foram maiores no pré-tratamento. Observou-se,
também, que os niveis de MDA foram estatisticamente maiores neste grupo, em
comparacdo ao pos e controle. Em relacdo a CAH, o grupo controle apresentou a menor
porcentagem de protecdo que os demais grupos, e menor luteina que o grupo pré-
tratamento. Ainda, no perfil de vitaminas, verificou-se que o grupo poés-tratamento
revelou os maiores niveis de criptoxantina, licopeno, retinol e a-tocoferol e, para o -
caroteno, o pré-tatamento foi menor em comparagdo aos demais grupos.

Estes resultados sugerem que o parasita, ao invadir os macréfagos e induzirem a
producdo de espécies reativas para sua eliminacdo, podem exacerbar esta resposta e
aumentar estas espécies reativas. Isso poderia refletir no aumento do MDA e possivel
diminuicéo do perfil vitaminico, contribuindo com maior estresse oxidativo.

Diante deste cenéario inflamatério, a IL-10 é produzida com a funcdo de desativar
os macrofagos, diminuindo, assim, a producdo dessas espécies e das citocinas
inflamatorias. No entanto, considerando esta citocina, a infeccdo macrofégica poderia
estar associada a inducgéo, tanto de Th2 quanto de Treg. Porém, ha de se considerar que,
na fase ativa da infeccdo, de acordo com os discretos valores de IFN-y encontrados no
presente estudo, a resposta poderia se diferenciar, inclusive, para o perfil Thl, o que
induziria novamente a acao dos macrofagos no hospedeiro.

Assim, este estudo permitiu concluir que, alem de existir uma relacdo entre
resposta imunoldgica e oxidativa na patogénese da leishmanisose visceral, o tratamento
contribuiu para a eliminagéo do parasita e melhora nos parametros de estresse oxidativo

e inflamatdrio dos pacientes investigados.
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Abstract

Visceral leishmaniasis (VL) is an emerging public health problem, and one of the
major neglected diseases in Brazil and in worldwide, where 88 countries are affected
with the occurrence of 500,000 new cases annually. It is caused by the protozoan L.
donovani complex.

The success LV cure depends primarily on factors related to the host immune
status in combination with antileishmanial drugs effect.

In this review we describe basic aspects of the disease such as history,
epidemiology, causative agent, vector characteristics and treatment. In addition,
particular attention will be given to the the host immune response mechanisms, as well
as other factors involved in susceptibility and resistance to infection, such as oxidative
stress that has been assigned to the pathogenesis of various infectious and parasitic

diseases.

Keywords: Visceral leishmaniasis, Immune response, Oxidative stress



55
Historic

The first description of Visceral Leishmaniasis (VL) came from Greece, 1835.
Previously it was known as "ponos™ which in Greek mythology means, "God of pain."”
In India, 1869, it was named "Kala-Jwar" (black fever) or "Kala-azar" (kala-azar)
because of skin darkening that occurs during illness®.

In Bengal (india, 1900) William Boog Leishman identified the presence of a
parasite in a soldier spleen who was presenting the fever "Dum Dum". In 1903, the
etiologic agent was described by Donovan, who confirmed the presence of parasites in
splenic aspirates of a child who had irregular fever. Roger, was the first to cultivate the
parasite in blood citrate at 22 °C, in 1904. He observed that in cultures, the parasite
presents in the flagellate form. Nicolle and colleagues, in Tunisia (1908), found
parasites in dogs suggesting the role of these animals as disease reservoirs. However,
only in 1931, when the transmission of the disease became known by making
xenodiagnosis in hamsters, the sandflies were incriminated as vectors. Henrique Penna,
in 1934, reported the first cases of infection in Brazil by examining, pos mortem, liver
histological slides from patients diagnosed with yellow fever. Evandro Chagas, studying
the disease epidemiology, suspected that the mosquito responsible for transmission to
humans was the sandfly L. longipalpis due to his constant presence around and inside

the homes of sick patients 249,

Etiology
Leishmaniasis is caused by an obligate intracellular protozoan belonging to
Kinetoplastida order, Trypanosomatida family and the genus Leishmania . There are

over 21 species of Leishmania, which can be transmitted to humans by about 30
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different species of sandflies ®. The parasite species responsible for visceral
leishmaniasis are divided in three genres: Leishmania chagasi, Leishmania donovani
and Leishmania infantum. The L. infantum and L. donovani are the causative agents of
the disease in areas of the Mediterranean and the Middle East and L. chagasi is
responsible for the clinical presentation of visceral leishmaniasis in Central and South

America, including Brazil 9.

Leishmania is presented in two evolutionary forms:
promastigotes, a free plagued form, found in the digestive tract of the invertebrate host,
and amastigotes, intracellular, predominantly in the vertebrate host, whose scourge is

restricted to flagellar pocket ™V,

Vector

The vectors related to the agent dispersion belongs to a family of mosquitoes
phlebotomine, genus Lutzomyia. The species Lutzomyia longipalpis, also known as
sandfly, birigui or tatuquiras, is the main Brazilian vector. The insect vector that
measures 2-3 millimeters and lives in peri-domestic environment is widely distributed
throughout Latin America ®**®. Vectors live in various habitats, but immature forms

grows on damp ground, environments rich in organic matter and low luminous density

(14,15)

Reservoirs

Visceral leishmaniasis (VL) is a zoonosis, which has the dog (Figure 3A) as the
main animal reservoir in urban centers and foxes and other mammals in wild
environments “®*"18_ Although the risk factors for this disease are not fully understood,

it is known that genetic factors, malnutrition and presence of infected animals in the
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environment are major contributors for the maintenance of high levels of this disease

(19,20,21)

Biological Cycle

The reservoirs are infected by a phlebotomine female bite. During the blood
meal in an infected vertebrate host, phlebotomine ingests macrophages infected with
amastigotes of Leishmania sp. These suffer binary division, multiplication and
differentiation in paramastigote forms which colonize the esophagus and pharynx
vector, by remaining attached to the epithelium by the scourge. In the next stage, they
differentiate into metacyclic promastigote forms, which are the infective forms. The life
cycle is completed with the bite of an infected sandfly and subsequent inoculation of
promastigotes of the parasite in the bloodstream of a new vertebrate host. The infective
forms are released into the host skin and phagocytosed by the mononuclear phagocyte
system cells. Inside the macrophages, they differentiate to amastigotes, which strongly
multiply by binary division. The macrophages filled with amastigotes become
devitalized and break up releasing these forms which are phagocytosed by macrophages
in a new continuous process., which results in blood and lymphatic spread to other

tissues rich in these cells 2,

Epidemiology
LV is endemic in 62 countries, with 500,000 cases per year and about 200

million people are living in hazardous areas 324

. Over the past decade, the endemic
areas of the disease have expanded along with increasing number of cases. However, a

large proportion of cases are not reported and only 32 of the 88 affected countries
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consider leishmaniasis as a reportable disease “®. In Brazil, the disease that was
formerly restricted to rural areas of the Northeast, in recent years has reached the urban
centers. From the 90s,the disease was reported in the Midwest, North and South regions
and in 2011, 3,894 cases were diagnosed with 262 deaths “"?%?) |n S&o Paulo State,
the first patient was reported in 1999 and since then there has been an expansion of
disease transmission area ©”. From 1999 to 2009, and 2012-2014, 1750 and 484 cases
of the disease were res pectively confirmed ®-*2. In the interval 2012 to 2014 according
to the Epidemiological Surveillance Center (CVE), 517 VL cases and 39 deaths were

confirmed in Sio Paulo ©2,

Treatment

The most used drugs for leishmanisis treatment are the pentavalent antimonials
(SbV). Some studies show that SbV have antileishmanial activity and increases the
reactive oxygen production However, certain mechanisms of action of these drugs are
not completely understood and their use are contraindicated in some cases ©**®). Over
the past decade, cases of resistance to antimonials and therapeutic failures had been
recorded ©9, Amphotericin B is used since the 1960s as the second choice drug, since
exhibits a cure rate of 90 to 95% ©”. It is also indicated in cases of toxicity or
unsatisfactory response to antimonials, and is the first choice for treating pregnant
patients and cases of terminal disease ®*. Amphotericin B Lipid formulations such as
liposome, lipid complex and cholesterol dispersion are the first choice of treatment
indicated by the Ministry of Health in certain cases, such as children, patients over 50
years or those diagnosed with cardiac complications, liver disease, kidney or positive for

Chagas Disease 8394941 | inosomal amphotericins are selectively absorbed by the
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endoplasmic reticulum, and besides having high leishmanicidal action, show lower
toxicity 40442 |t is the first choice of treatment in endemic countries in Europe and
in developed countries due to high cure rates and by requiring a short period of

treatment of up to five days (83%4041)

Leishmaniasis and Immune Response

Regarding the host immune response, studies have shown that the resistance to
leishmaniasis depends on the production of cytokines able to activating macrophages,
particularly the IFN-y, whose production is guaranteed by the development of a specific
Thl type response which ,in turn, depends on an instruction given by the
microorganism interaction with cells of the innate immune response. Thus, in a first
contact, promastigote forms of Leishmania interact with receptors present in cells of the
innate immune response, such as dendritic cells (DCs) and macrophages, which release
IL-12, that stimulates NK cells to secrete IFN-y. Together, IL-12 and IFN-y induces
differentiation and proliferation of CD4 + T cells into Th1 cells, which in turn produces
more IFN-y. This cytokine is considered the main responsible for iNOS expression, the
enzyme involved in NO production, the major macrophage  metabolite with

(8,43,44)

leishmanicidal activity In addition, infected macrophages secrete TNF-a, which

by acting in synergy with IFN-y in macrophage activation induce further NO

production and increased leishmanicidal activity 54647 -

Findings in patients have
confirmed this mechanism. Children infected with L. chagasi living in an endemic area,
that produced higher IFN-y production when peripheral blood mononuclear cells

(PBMCs) were stimulated with Leishmania antigen, were able to control the infection,

whereas those releasing low levels of this cytokine developed progressive disease “®).
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In another study, low lymphocyte proliferative response against the parasite and low in
vitro IFN-y production was associated with high parasitic load “?. In experiments with
LV patients cells , the exogenous administration of IL-12 to PBMC cultures induced
production of IFN-y by these cells, restored the lymphocytes proliferative response, and
decreased spontaneous or induced apoptosis®®. In addition to Thi cells, CD8 + T cells
are involved in the defense against Leishmania, due both, their capacity to producing
IFN-y and by lysing infected cells ©**2. Accordingly, BALB / ¢ mice infected with L.
donovani were able to control the infection due to increase in this cell subtype 2.

In contrast to the mechanisms mentioned above susceptibility to infection and
progression of leishmaniasis are attributed to the predominat production of cytokines,
such as IL-4 and IL-10 and TGF-B, whose primary function is the deactivation of
macrophages 64754,

IL-4 is released by Th2 cells, while IL-10 can be produced by both Th2 cells
and regulatory T cells (Tregs) that consists of a CD4 + T cells subpopulation expressing
the FoxP3(Fork head box P3) transcript factor and CD25, and that besides IL-10
produce TGF-p %) |n addition to the Th2 and Treg, another important source of
IL-10 are the infected macrophages.

In addition to Thl, Th2 and Tregsubpopulations, the role of Thl7 has been
highlighted in the response to Leishmania. The studies however, have shown conflicting
results. In Balb/c mice infected with L. major it was detected a high production of IL-17,
accompanied by severity of disease, tissue destruction and high parasitic load. IL-17
deficient BALB / ¢ mice, developed minor lesions associated to low expression of
CXCL2 and presence of few neutrophils ©®. A study by Bacellar, et al ®® showed that

both PBMCs and CD4 + T cells, present in the lesions of patients infected with L.
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braziliensis produce high amounts of IL-17. The studies above mentioned strongly
suggest the role of IL-17 in disease susceptibility. However, in Kala azar patients, 1L-17
and IL-12 production was associated with disease resistance, suggesting that these
cytokines play a complementary role to Thl pattern cytokines . An experimental
study with L. donovani showed that curdlan, a polysaccharide with immunomodulating
properties, can induce Th17 cytokines such as IL-17 and IL-23, what contributed to the

decrease in parasite load ©V.

Leishmaniasis and Oxidative Stress

Oxidative stress is classically defined as an event resulting from the imbalance
between production of oxidants and antioxidants substances. ©*®®. Both, oxidants and
antioxidants are generated in a scenario of oxidation-reduction reactions, that imply in
gain and loss of electrons respectively. Since the generation and actions of these
substances depend on this oxidation-reduction system, many authors have used the term
imbalance of redox system to refer to the oxidative stress. Popularly named as free
radicals, the oxidants include oxygen and nitrogen reactive species ©+6%9).
These species are produced by the organism under normal conditions, as they are
essential for vital mechanisms such as for the immune system destroy micro-organisms,
inflammatory cells chemotaxis as well as for the NADPH oxidase enzyme to participate

in intracelular chemical reactions ©7:%)

. The most common species are hydroxyl,
hidroperoxila, superoxide, nitric oxide, H202, among others. As all of these radicals
present a free electron, their presence in excess can oxidize more vulnerable molecules

such as lipids, generating toxic products such as malondialdehyde which are by-products

of oxidative stress that attacks proteins and DNA, affecting their structures and
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functions ©%. Thus, reactive oxigens actions must be controlled by antioxidant
mechanisms which comprises hydrophilic antioxidants such as catalase, superoxide
dismutase, bilirubin, uric acid, albumin and vitamin C and lipophilic antioxidants such
as carotenoids and o —tocopherol. In healthy individuals, normally this equilibrium
exists, which avoiding lesive reactions. On the other hand, individuals undergoing some
diseases may show an imbalance in redox system, favoring an intense oxidative stress
that results in the excessive presence of reactive species and consequently in oxidation
of vulnerable molecules and tissue lesions. In this context, it has been proposed that
oxidative stress may be involved in the pathogenesis of various nfectious and parasitic
diseases that may include the leishmaniais. As mentioned, the main host defense
mechanism against leishmania involves the activation of macrophages and the
consequent release of oxygen and nitrogen reactive species that have leishmanicidal
activities. However, during macrophage activation process, in an attempt to better
eliminate the parasites an excessive release of these metabolites may occur, which may
lead to oxidative stress. There are few studies that assess whether this process can be
associated with the pathogenesis of leishmaniasis. Accordingly, Neupane et al (2008),
evaluated in erythrocytes of patients with leishamniasis the levels of MDA (a substance
indicative of lipid peroxidation caused by excess reactive species), as well as glutathione
levels, an endogenous antioxidant. It was observed an increase in MDA, but decrease in
glutathione, which reveals an imbalance between oxidizing and antioxidant agents. Two
other studies conducted in dogs infected with leishmania also observed an increase in
this indicator of lipid peroxidation and decrease of carotenoids. Another study in the
hamsters disease confirms that the disease triggers increase in MDA levels, but

consumption of antioxidant vitamins. Neupane and collaborators (2008) also observed
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an increase of MDA and a decrease of antioxidants such as alpha-carotene,
cryptoxanthin, alpha tocopherol and retinol in patients with active disease. However,
after treatment there was a decrease in MDA levels but an increase in the levels of
some of these antioxidants, showing that the treatment can partially reverse the
oxidative stress developed during the disease %"172737),

These studies show that oxidative stress can actually be involved in the
pathogenesis of the disease. However further studies are needed to better understand the

mechanisms that lead to the development of this process during lesihmaniasis. Studies

focusing this question are in process in our laboratory.

Final considerations

This review aims to show the main aspects involved in visceral leishmaniasis,
such as the history of the disease, etiology, the vector and reservoir caracteristics, the
biological cycle, epidemiology and treatment. The immune response mechanisms
involved in suscetibility and resistance to infection are also highlighted as well as the

involvement of oxidative stress in the pathogenesis of the disease.
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protocoler no CEP ¢ postar nO satema Plataforss Brand

«  Projetos submetidos anteriorments & Plataforma Beasil: Freenches o formde
om U Vi ¢ protocol ne CEP que emity © parecer moN de aprovecia

CeaAIon Be e iem b Braran  Seile PV IR W gretuets
Dhtte e St Jovmn wv CEF MM Roman. S0 Pase frasd
To 5% R T eelhe s

77



