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RESUMO

As estatinas, inibidores da B-hidroxi-B-metil-Co A redutase (enzima que catalisa a
etapa limitante da sintese de colesterol e isoprendides), sdo farmacos de primeira escolha para
o tratamento de hipercolesterolemia. Atualmente, estdo entre os medicamentos mais prescritos
no mundo e seu uso como agentes profildticos para doencas cardiovasculares tem sido
sugerido. A atorvastatina, extremamente difundida, também € capaz de modular a resposta
imunolégica clinicamente e em modelos experimentais com efeito imunossupressor e
antiinflamatdrio. Diante do potencial de suprimir a resposta pré-inflamatéria Thl, nosso
trabalho se concentra no estudo do efeito da atorvastatina sobre a infeccdo experimental por
Leishmania major no camundongo C57BL/6, modelo de resisténcia a esse protozodrio
sensivel a resposta Th1 desenvolvida nesse hospedeiro. De acordo com nossos resultados, o
tratamento favoreceu a proliferacdo do parasito. O controle do hordrio de administracdo do
farmaco promoveu um crescimento significativo da lesdo na pata indicando que o efeito da
atorvastatina no camundongo € modulado pelo ciclo circadiano. A atorvastatina ndo foi capaz
de inibir a polarizacdo da resposta imunoldgica para o tipo 1, pois a produgdo das citocinas
IFN-v e TNF-o e da quimiocina CCLS/RANTES foi aumentada bem como a atividade de
NOS 1II nos animais tratados. Por outro lado, a estatina induziu a ativacdo de mecanismos
regulatérios da resposta imune como as células CD4*CD25"" ¢ consegiiente incremento na
producdo de TGF-B e IL-10 e na atividade de arginase 1. Nossos resultados revelam que o
tratamento a longo prazo com atorvastatina prejudica o controle da infeccio por L. major no
camundongo C57BL/6 e sugerem que a disseminacdo do uso das estatinas deve ser avaliada
com cautela especialmente em populagdes de dreas endémicas para parasitoses como a

leishmaniose.



ABSTRACT

Statins are inhibitors of B-hidroxi-f-metil-Co A reductase (the rate limiting enzyme of
cholesterol synthesis), so they are the first choice drugs for hipercholesterolemy therapy.
Nowadays, statins are some of the most prescribed drugs in the world and their use as
prophylactic agents for cardiovascular diseases has been widely suggested. Atorvastatin, an
extremely diffused statin, can also modulate immune response when applied clinically or in
experimental models and presents immunosuppressor and anti-inflammatory actions.
Knowing its potential of suppressing Thl immune response, this work was focused in the
study of the effect of atorvastatin in experimental infection with Leishmania major in
C57BL/6 mice, the resistance model against this parasite. In this model, parasite growth is
controlled by a Thl response developed by the host. Our results showed that atorvastatin
treatment favored parasite proliferation. When the time of statin administration was
controlled, a significant increase in footpad lesion was observed, indicating that the effect of
atorvastatin in mice is modulated by the circadian cycle. Atorvastatin did not inhibited the
type 1 immune response polarization, since in treated animals increased IFN-y, TNF-o and
CCL5/RANTES production and NOS II activity were observed. On the other hand, statin
activated regulatory mechanisms of the immune response such as CD4*CD25"¢" cells with an
increment in TGF-P and IL-10 production and arginase I activity as consequences. According
to our findings, long term treatment with atorvastatin compromises the control of L. major
infection in C57BL/6 mice. Our results also suggest that atorvastatin widespread use must be
carefully evaluated, especially in populations that live in endemic areas for parasitic diseases

such as leishmaniasis.



LISTA DE ILUTRACOES

GRAFICO 1- Efeito do tratamento didrio com atorvastatina no curso de infeccdo por L. major
em camundongos C57BL/6 infectados Na Pata..........cecceeveeriiiieinieeniiniieieeeesee e 36
GRAFICO 2- Quantificagio de parasitos na lesdo por L. major em camundongos C57BL/6
tratados diariamente com atorvastatina ou PBS..........c.ccooiiiiiiie, 37
GRAFICO 3- Efeito do tratamento didrio a noite com atorvastatina no curso de infecgdo por
L. major em camundongos C57BL/6 infectados na pata..........ccccceeeeeieeneeneeniennienneeneennean 38
GRAFICO 4- Quantificacdo de parasitos na lesdo por L. major em camundongos C57BL/6
tratados diariamente a noite com atorvastatina ou PBS...........c..cccccoiiiiiiiins 39
FIGURA 1- Andlise histopatoldgica da lesdo por L. major apds 4 semanas de infeccdo de
animais tratados diariamente a noite com atorvastatina ou PBS............c..o.cooiiininniin. 40
FIGURA 2- Anidlise histopatoldgica da lesdo por L. major apds 8 semanas de infecgcdo de
animais tratados diariamente a noite com atorvastatina ou PBS............c....coccciiiinnnn. 41
FIGURA 3- Andlise histopatoldgica da lesdo por L. major apés 10 semanas de infeccdo de
animais tratados diariamente a noite com atorvastatina ou PBS............c....coccoiiinnnin. 42
GRAFICO 5- Efeito do tratamento didrio 2 noite com atorvastatina na produgio de citocinas
pré-inflamatérias (IFN-y e TNF-o) no linfonodo popliteo em camundongos C57BL/6
infectados Na Pata COM L. MAJOT ......ccc.ueeueriiiiniiiiiieeieeie ettt st ettt aeens 43
GRAFICO 6- Efeito do tratamento didrio a noite com atorvastatina na producio de citocinas
anti-inflamatérias (TGF-f e IL-10) no linfonodo popliteo em camundongos C57BL/6
infectados Na PAta COM L. TAJOT ... .cccueeeeeeeeeeeieeeie et ettt ettt st ae e et e e e eeeeneeens 44
GRAFICO 7- Efeito do tratamento didrio a noite com atorvastatina na producdo de
quimiocinas (RANTES e MCP-1)no linfonodo popliteco em camundongos C57BL/6
infectados Na Pata COM L. MAJOT .......cc.ueeueriiiiiiiiniieeieeie ettt st ettt 45
GRAFICO 8- Efeito do tratamento didrio a noite com atorvastatina na expressdo de citocinas

pré-inflamatérias (IFN-y e TNF-a) na lesdo de camundongos C57BL/6 infectados na pata

GRAFICO 9- Efeito do tratamento didrio 2 noite com atorvastatina na expressdo de IL-4 na

lesdo de camundongos C57BL/6 infectados na pata com L. Major..........cccceeveeveenicnsieenueennee. 47



GRAFICO 10- Efeito do tratamento didrio 2 noite com atorvastatina na expressio de citocinas
anti-inflamatérias (TGF-f e IL-10) na lesdo de camundongos C57BL/6 infectados na pata
COM L FHUAJOT .ottt ettt sttt ettt et e st sate ettt e bt e et e b e sbeenbeesanes 48
GRAFICO 11 - Efeito do tratamento didrio 2 noite com atorvastatina na populacio de células

T regulatérias CD4"CD25" no linfonodos de camundongos C57BL/6 infectados na pata com

GRAFICO 12 - Cinética da produgio de anticorpos IgG1 e 1gG2a anti-Leishmania major em
camundongos C57BL/6 infectados na pata CoOm L. MajOr........ccccocuerueeneiveineiniinsieesieeneenne 50
GRAFICO 13- Cinética da atividade de arginase em cultura de macréfagos peritoneais de
camundongos C57BL/6 infectados na pata CoOm L. MajOr.........ccccocueeueenieeveinceiniinieeseeneeeane 51
GRAFICO 14- Cinética da produgdo de nitrito no sobrenadante de cultura de macréfagos
peritoneais de camundongos C57BL/6 infectados na pata com L. major..........cccceeeeeeueeennnnne. 52
GRAFICO 15- Cinética da produgio de TNF-a no sobrenadante de cultura de macréfagos

peritoneais de camundongos C57BL/6 na pata com L. Major.........cccceeveevveeneenecnicnseeneennee. 53



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACAT - Acil coenzima A colesterol acil transferase
APC - Célula apresentadora de antigeno

CCR-7 - Receptor para a citocina IL-7

CD - Grupo de diferenciacao

CIITA - Transativador do MHC de classe 11
ELISA - Enzime-linked immunoabsorbent assay
eNOS - Oxido nitrico sintase endotelial

Fc - Fragmento cristalizavel

Foxp3 - Forkhead Box P3

FPP - Farnesil pirofosfato

GGPP - Geranilgeranil pirofosfato

GTPases - Guanosina trifosfatases

HDL - Lipoproteina de alta densidade
HMG-CoA - B-hidroxi-f-metil coenzima A

ICAM-1 - Molécula de adesao intercelular

IFN-y - Interferon gama

Ig - Imunoglobulina

IL- - Interleucina

iNOS (NOS 2) - Oxido nitrico sintase indutivel

Lck - Tirosina quinase de linfocitos

LDL - Lipoproteina de baixa densidade

LFA-1 - Antigeno associado a fun¢do leucocitaria
MAP - Proteina ativada por mitégeno

MCP-1 - Proteina quimioatraente de mondcitos
MHC - Complexo principal de histocompatibilidade
MIP - Proteinas inflamatdrias de mondcitos
MMP - Metaloproteinases

NF-kB - Fator nuclear kappa B

NO - Oxido nitrico

PBS - Tampao salina fosfato

PMN - Leucdcitos polimorfonucleares



RANTES
RT

ROS
PCR
STAT
TCR
TGF-B
TLR
TNF-o
VCAM-1
VLA-4
VLDL

- Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted
- Transcriptase reversa

- Espécies reativas de oxigénio

- Reacdo em Cadeia da Polimerase

- Transdutores de sinal e ativadores de transcricao
- Receptor de células T

- Fator transformador de crescimento beta

- Receptor tipo Toll

- Fator de Necrose Tumoral alfa

- Molécula de adesdo celular vascular

- Integrina de ativacdo muito tardia

- Lipoproteina de muito baixa densidade



SUMARIO

1 INTRODUCAO 1
1.1 COLESTEROL......oooooiviioeieeieeeeeeeeeeeeeeeeee e se s snnnnene 1
L2 ESTATINAS ..o neesenesnees 4
1.2.1 EFEITOS DAS ESTATINAS DA RESPOSTA IMUNOLOGICA...........cccoovvererernnnnn. 5
1.3 LEISHMANIOSE .........coovoiiiieieeeeeeeeee e ses st sen s sees s 10
2 OBJETIVOS 17
2.1 OBJETIVO GERAL.......oouoomiieeeeeeieeeeeeeee e 17
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.........oomioieeeeeeeeeeeeeeeeee e 17
3 MATERIAIS E METODOS 18
3.1 ANIMALS ... st ee e 18
32 PARASITO. ..o 18
3.3 INFECCAQ POR LEISHMANIA MAJOR...........oooooooeeeeeeeeeeeeseseeseeeeeseeee s 19
3.4 TRATAMENTO COM ATORVASTATINA . ......cooovvromieeereiereseeeeeseeeeeeeeseeesessees oo 20
3.5 QUANTIFICACAO DE PARASITOS NA PATA POR DILUICAO LIMITANTE......... 20
3.6 ANTIGENO DE LEISHMANIA MAJOR............oooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeee s 21
3.7 CULTURA DE CELULAS DE BACO E LINFONODO............cco.cooomumevnemiseeersreesrnnnnn. 21
3.8 EXTRACAO DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS NO TECIDO DA PATA.................. 22
3.9 DOSAGEM DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS POR ELISA..........ccocovviivirrnrenrenene. 22
3.10 IMUNOMARCACAO E CITOMETRIA DE FLUXO.........oooovuiieeeeeeeeseeeeeeeeeeesnees 23
3.11 PREPARO DO SORO PARA DOSAGEM DE ANTICORPOS...........c..cccccvvvemrrrrrrrnenn. 24
3.12 DOSAGEM DE ANTICORPOS ANTI-LEISHMANIA MAJOR NO SORO................... 24
3.13 OBTENCAO E CULTURA DE MACROFAGOS PERITONEAIS RESIDENTES.......25
3.14 DOSAGEM DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO.........c..coocovvieeereeereeeeereesesenens 26
3.15 ENSAIO DE ATIVIDADE DE ARGINASE .........oooovviuiieeieeeeeeeeeeseeeeenees s 26
3.16 DOSAGEM DE TNF-0; POR ENSAIO BIOLOGICO............coocovvmveereneeeeeseeseenrsrees 27
3.17 ANALISE HISTOPATOLOGICA...........ooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeesseseeeeeseee s 28
3.18 DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA..........coooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e eees e 28
3.19 ANALISE ESTATISTICA. .......oooeieeeeeeeeoeee e 28

4 RESULTADOS 29




4.1 EFEITOS DA ATORVASTATINA SOBRE O CURSO DE INFECCAO E
PARASITISMO TECIDUAL DOS CAMUNDONGOS INFECTADOS COM Leishmania.

F L ] Lo PSPPSR 29
4.2 CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DA LESAO NA PATA POS-
TRATAMENTO COM ATORVASTATINA OU PBS......oooiiiiiiieeieneeeeneeeeeeee e 30
4.3 EFEITO IMUNOMODULADOR DA ATORVASTATINA NOS ANIMAIS
INFECTADOS COM LeiSAMANIA TAJOT «..c...coueeeeiaiiaieeniirieeieesiie sttt ettt 31

4.4 EFEITO DO TRATAMENTO COM ATORVASTATINA SOBRE A ATIVIDADE DAS
ENZIMAS ARGINASE I E iNOS EM MACROFAGOS PERITONEAIS DE ANIMAIS
INFECTADOS COM LeiSAMANIA TAJOT «..c...cooueeneiaieaieaniinieesieesite sttt 34
4.5 TRATAMENTO IN-VIVO COM ATORVASTATINA ALTERA A PRODUCAO DE
TNF-a EM CULTURA DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

C57BL/6 INFECTADOS COM LeiSAMANIA MAJOT .......c..veeeveeaerveesireeeirveesireescereesseeesssesseseeans 35
5 DISCUSSAO 54
6 CONCLUSAO 62

REFERENCIAS 63




1 INTRODUCAO:

As estatinas estdo entre os firmacos mais prescritos do mundo (FINDLAY, 2007)
dada a importancia de seu efeito redutor de colesterol atuando na prevengdo e controle de
doencas cardiovasculares que lideram as causas de morte. Cerca de 17,5 milhdes de pessoas
morreram de doencas cardiovasculares em 2005, representando 30% do ndmero de mortes
total no planeta (WORLD HEALTH ORGANIZATION on-line). A atorvastatina (Lipit0r®,
Pfizer), aprovada para uso clinico em 1999, classificada como uma das estatinas mais eficazes
na reducdio do LDL e aumento do HDL plasméticos, tem um perfil de seguranca
extremamente favordvel apresentando baixos indices de efeitos colaterais (CLARK, 2003;
SCHAEFER et al., 2004). Atualmente, ela é superada pela rosuvastatina, recém-lancada no
mercado farmac€utico (WHITE, 2002), mas ainda lidera o nimero de prescri¢des de estatinas
nos Estados Unidos (FINDLAY, 2007).

Devido a ampla utilizacdo da atorvastatina no mundo e ao crescente somatério de
evidéncias de sua acdo imunomoduladora, especialmente a inibi¢cdo da resposta imunoldgica
do tipo 1, escolhemos esse fairmaco e concentramos nosso estudo no sentido de investigar seu
efeito sobre a infec¢do murina experimental por Leishmania major que é um excelente
modelo para avaliacio do paradigma imunolégico Th1/Th2 (HEINZEL et al., 1989;
LOCKSLEY et al., 1987; SCOTT et al., 1988).

1.1 COLESTEROL

Nos dltimos anos da década de 50, as etapas da sintese enddgena de colesterol foram
descobertas e essa extraordindria via biossintética foi identificada pelos pesquisadores Konrad
Bloch, Feodor Lynen, John Cornforth, e George Popjak (CORNFORTH, 2002;
LEHNINGER; NELSON; COX, 2005). O colesterol € um lipidio esterdide caracteristico de
células animais. Tal nomenclatura (esterol) se justifica por sua estrutura que apresenta um
grupo hidroxila no carbono C-3, portanto, € também um alcool (LEHNINGER; NELSON;
COX, 2005). Esse esterdide ¢ sintetizado em todas as células (DIETSCHY; WILSON, 1970a,
1970b, 1970c) e, entre os lipidios, é o mais estudado devido a forte correlacio entre os niveis

sanguineos de colesterol e a incidéncia de doengas cardiovasculares em humanos
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(CORNFORTH, 2002). O papel vital do colesterol se estende desde a composicdo das
membranas celulares ao status de precursor essencial de outros compostos com fungdes
organicas extremamente importantes como os hormonios esterdides, 4cidos graxos e a
vitamina D (colecalciferol) (LEHNINGER; NELSON; COX, 2005). Tal qual outros acidos
graxos, o colesterol ¢ constituido de acetil-CoA e possui uma estrutura complexa, apesar de
ser derivado de uma molécula simples, o acetato. A sintese do colesterol ocorre em 4 etapas
(SCHROEPFER, Jr., 1982):

1) condensacdo de 3 unidades de acetato para formar um intermedidrio de seis
carbonos, o mevalonato;

2) conversao do mevalonato em unidades ativadas de isopreno;

3) polimerizacdo de seis unidades de isopreno com 5 carbonos para formar o
esqualeno linear com 30 carbonos;

4) ciclizagdo do esqualeno para formar os quatro anéis do nidcleo esterdide seguida de
uma série de modificagdes (oxidacdo, remogao ou migragdo de grupos metil).

Na primeira etapa, ocorre a condensacdo de 3 moléculas de acetil-CoA, surge,
inicialmente, um composto de 6 carbonos, B-hidroxi-B-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA). O
préximo passo, a reducdo de HMG-CoA, origina o mevalonato. Esse passo é crucial e
limitante da biossintese do colesterol e de seus intermedidrios. A catdlise € mediada por
HMG-CoA redutase, proteina integral de membrana do reticulo endoplasmatico liso, cuja
atividade € altamente regulada (BEG; BREWER, Jr., 1981; GOLDSTEIN; BROWN, 1990).
Durante a segunda e terceira etapas da via biossintética do colesterol, sdo produzidos
isoprendides, moléculas derivadas do isopreno isopentenil pirofosfato (intermedidrio
pirofosforilado). Os isoprendides sdo unidades intermedidrias na via e precursores de outros
lipidios naturais que participam da modificacdo pds-traducional de proteinas. Farnesil
pirofosfato (FPP) e geranilgeranil pirofosfato (GGPP) estdo envolvidos na isoprenilagdo de
diversas proteinas e auxiliam no ancoramento dessas moléculas na membrana (GOLDSTEIN;
BROWN, 1990).

Os hepatécitos, em comparagdo as demais células dos vertebrados, produzem
colesterol em maior quantidade (DIETSCHY; WILSON, 1970a, 1970b, 1970c). Uma pequena
fracdo desse produto é incorporada 2 membrana celular e o restante é exportado nas seguintes
formas: colesterol biliar, dcidos biliares ou ésteres de colesterol. A catdlise mediada pela acil-
CoA-colesterol acil transferase (ACAT) converte o colesterol numa forma mais hidrofilica
(BROWN; GOLDSTEIN, 1986), os ésteres de colesterol, transportados para outros tecidos

em particulas, as lipoproteinas. As apolipoproteinas sdo as proteinas carreadoras que
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compdem os complexos macromoleculares lipoprotéicos juntamente com combinagdes
variadas de fosfolipides, colesterol, ésteres de colesterol e triacilglicer6is. Diferentes
proporcdes de apoproteinas e moléculas lipofilicas geram particulas de densidades distintas.
As classes mais importantes de lipoproteinas humanas conhecidas sdo, em ordem crescente de
densidade: quilomicrons, VLDL (“Very Low Density Lipoprotein”), LDL (“Low Density
Lipoprotein”) e HDL (“High Density Lipoprotein”) (BREWER, Jr., 1981).

LDL, particula rica em colesterol e ésteres de colesterol, carreia essas moléculas para
tecidos extra-hepaticos. Os niveis elevados de LDL plasmatico, aliados a eventuais lesdes do
endotélio vascular, sdo condi¢des favordveis ao surgimento da aterosclerose. Tal processo
patolégico acomete as artérias com endotélio lesado e € caracterizado pela deposi¢do de
colesterol na intima vascular e formagdo do ateroma ou placa ateromatosa, um complexo de
macrdfagos espumosos (com grande quantidade de LDL oxidada no citoplasma), células
inflamatorias, plaquetas, células musculares lisas e matriz celular alterada (STARY, 1992). O
ateroma tende a se expandir para a luz do vaso e diminuir o fluxo sanguineo. Esse quadro
compromete a irrigacdo tecidual e pode culminar na oclusdo completa da luz da artéria e
infarto de tecidos ou 6rgdos dependendo da extensdo da area suprida pelo vaso (ROSS;
GLOMSET, 1976a, 1976b; STARY, 1992). Por esse motivo, o nivel plasméitico elevado de
LDL (>160 mg/dL) (SANTOS, 2001; SPOSITO et al., 2007) foi classificado como um dos
fatores de risco mais relevantes para o surgimento da aterosclerose (KANNEL, 2000) e,
conseqiientemente, da doenga cardiovascular (ROSS; HARKER, 1976).

Por outro lado, o HDL contém em sua composicdo protéica a enzima lecitina-
colesterol acil transferase, que converte o colesterol e a lecitina (fosfatidilcolina) dos
quilomicrons e VLDL remanecentes em ésteres de colesterol. O HDL passa da forma imatura
a madura e carreia esses derivados de colesterol ao figado onde o colesterol é desempacotado
e parte dele convertida em sais biliares. A particula de HDL, depletada de colesterol, se
dissocia e recircula no sangue para extrair mais lipidios dos quilomicrons e do VLDL. O HDL
também medeia o transporte reverso do colesterol dos tecidos extra-hepdticos ao figado.
Portanto, o papel do HDL € crucial para a redugdo dos niveis de colesterol circulantes no
sangue, dai a sua agdo vital, mesmo que indireta, na protecdo vascular (LEHNINGER;
NELSON; COX, 2005). Clinicamente, o controle dos niveis plasmaticos de LDL e HDL ¢
uma acdo de importincia impar para a prevencdo e intervengdo na doenga cardiovascular,
bem como para o monitoramento de desordens lipidicas (SANTOS, 2001; SPOSITO et al.,
2007).



1.2 ESTATINAS

A etapa limitante na sintese enddgena de colesterol, previamente descrita, € controlada
pela HMG-CoA redutase. Na década de 70, no Japao, Akira Endo, em sua busca por
inibidores da HMG-CoA redutase de origem microbiana com ag@o antibidtica, detectou a
producdo de componentes ativos por uma cepa do fungo Penicillium citrinum e descreveu a
estrutura quimica da primeira estatina, mevastatina, formalmente denominada de ML-236B
(ENDO; KURODA; TSUJITA, 1976). Anos depois, Endo e outros pesquisadores
demonstraram que a mevastatina inibia fortemente a sintese de esterol a partir de acetato em
diversas culturas de células de mamiferos (ENDO er al.,, 1979; KANEKO; HAZAMA-
SHIMADA; ENDO, 1978; KURODA et al., 1979; TSUJITA et al., 1979) e de células de
pacientes com hipercolesterolemia (ENDO, 1976; YAMAMOTO; SUDO; ENDO, 1980).

As estatinas, por um mecanismo de inibicdo competitiva, impedem a ligacdo de HMG-
CoA a enzima-alvo, HMG-CoA redutase, e bloqueiam cabalmente a produ¢do do mevalonato
e dos demais produtos da via de biossintese de colesterol (ENDO; KURODA; TANZAWA,
1976; GRUNDY, 1988). Outras estatinas naturais sdo: lovastatina, sinvastatina e pravastatina.
Com base na estrutura quimica das estatinas naturais foram desenvolvidas estatinas sintéticas:
fluvastatina, atorvastatina, mais antigas, rosuvastatina e pitavastatina, mais recentes (WEITZ-
SCHMIDT, 2002). Em 1987, a lovastatina foi aprovada para uso clinico nos Estados Unidos
(ENDO, 2004). Devido ao seu excelente perfil de seguranca clinica e sua performance eficaz
na redugdo do nivel de LDL e aumento do nivel de HDL no plasma, as estatinas sdao os
farmacos de primeira escolha para o tratamento de hipercolesterolemia e também para a
prevencao e o controle da doenca cardiovascular (SANTOS, 2001; SPOSITO et al., 2007).

Desde que foi demonstrado que a doenga cardiovascular tem componentes
inflamatérios extremamente relevantes (JORIS; STETZ; MAJINO, 1979) e voltou-se a atencao
para esses aspectos na evolugdo clinica dos pacientes que utilizavam estatinas, foi possivel
correlacionar alteragdes no quadro patolégico a um provavel efeito farmacoldgico
independente da reducdo dos niveis de colesterol (BROWN er al, 1990; NOVELA;
HENNEKENS, 2004). Pesquisas clinicas demonstraram que as estatinas reduzem a
morbimortalidade cardiovascular em pacientes normo e hipercolesterolémicos (MARON;
FAZIO; LINTON, 2000; VAUGHAN; MURPHY; BUCKLEY, 1996) com ou sem doenga
cardiaca (DOWNS et al., 1998; SIMES et al., 2002). A rejei¢do no transplante cardiaco e a

vasculopatia corondria também foram reduzidas com o tratamento (WENKE et al., 1997). A
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terapia com estatinas diminuiu o nivel de proteina C reativa circulante que € um importante
marcador de inflamacdo (RIDKER et al., 2001). Esses e vdrios outros eventos clinicos
reforcaram a hipdtese de que as estatinas teriam efeitos antiinflamatérios independentes do
efeito redutor de colesterol. Diversas evidéncias dessas a¢des foram acrescentadas a partir de
estudos in vitro e em modelos animais de aterosclerose (MCKAY et al., 2004; WILLIAMS et
al., 1998). A partir dai, a associacdo dos dados obtidos com os trabalhos seguintes permitiram
que alguns mecanismos das a¢Oes antiinflamatdrias das estatinas fossem elucidados.

Como exposto anteriormente, as estatinas impedem a sintese de colesterol e,
conseqiientemente, prejudicam a sintese de metabdlitos intermedidrios (em particular, FPP e
GGPP) encarregados da prenilagdo de proteinas (TAKEMOTO; LIAO, 2001). Essa
modificacdo pés-traducional € essencial para o ancoramento dessas proteinas na membrana
celular. Entre as principais proteinas preniladas estdo as GTPases, membros das familias Ras
e Rho, importantes nos processos de crescimento, proliferacdo e sinalizacdo celular e outras
fun¢des bioldgicas (HANCOCK et al., 1989; MCCORMICK, 1990).

A sinalizag¢@o das proteinas das familias Rho e Rac estd relacionada aos processos de
migracdo celular, portanto, influencia a motilidade e a migracdo de leucdcitos. Tais GTPases
regulam a dindmica dos microtibulos de actina do citoesqueleto e também controlam o
movimento celular permitindo o direcionamento da célula no sentido de um gradiente
quimiotatico (ALLEN et al., 1997). As estatinas comprometem as vias de sinalizagdo

engatilhadas por essas proteinas.

1.2.1 EFEITOS DAS ESTATINAS NA RESPOSTA IMUNOLOGICA

J4 foi demonstrado que as estatinas inibem a expressdo dos receptores de quimiocinas
induzida por citocinas e mediada pela sinalizagdo por GTPases (HAN et al, 2005;
VEILLARD er al., 2006). Além da inibicdo da expressdo dos receptores, as estatinas
interferem na producdo de quimiocinas CCLS5/RANTES (DIOMEDE er al., 2001) e
CCL2/MCP-1 (DIOMEDE et al., 2001; FRUSCELLA et al., 2000; XU et al., 2003). A
modulagdo da expressdo do NF-kB pela inibicdo da prenilagdo de seus ativadores impede a
inducdo da transcri¢do dos genes dessas quimiocinas (ORTEGO et al., 1999). Dessa forma, a

migracdo de leucdécitos induzida por RANTES e de mondcitos induzida por MCP-1 ¢

diminuida.



A migracdo de leucdcitos também é prejudicada pelos inibidores da HMG-CoA
redutase através do bloqueio da secrecao de metaloproteinases (MMP), enzimas que facilitam
a passagem das células pela lamina basal do endotélio e matriz extracelular (BELLOSTA et
al., 1998; IKEDA et al., 2000; XU et al., 2003). A expressdo das MMPs, especialmente da
MMP-9, também depende das vias de sinaliza¢do das GTPases. Um mecanismo possivel para
o bloqueio da secrecdo de MMP-9 pelas estatinas € a inibicdo da ativagdo do fator de
transcricdo NF-kB (GANNE ez al., 2000).

A adesdo celular ao endotélio envolve a intera¢do de integrinas nos leucdcitos e
selectinas na membrana das células endoteliais (KELLY; HWANG; KUBES, 2007). As
estatinas inibem a expressdo das integrinas LFA-1, Mac-1 e VLA-4 nos leucdcitos (NIWA;
TOTSUKA; HAYASHI, 1996; WEBER et al., 1997, YOSHIDA et al., 2001) bem como a
expressdo de ICAM-1, VCAM-1, P-selectina e E-selectina no endotélio (HWANG et al.,
2004; NUBEL et al., 2004; PRASAD et al., 2005; TAKEUCHI et al., 2000). VCAM-1
medeia a migracdo celular gerando sinais para a organizacdo do citoesqueleto do endotélio.
Esses sinais levam a ativacdo de proteinas, entre elas MAP kinases e NF-xB, e ao aumento da
atividade da NADPH oxidase que resulta em producdo de espécies reativas de oxigé€nio
(ROS), reorganizagdo da actina e perda da VE-caderina que mantém o contato intercelular no
endotélio (VAN et al., 2003). ROS sdo potentes ativadores de NF-kB que estd intimamente
associado ao controle da inflamag¢do e das respostas imunes, induzindo a expressdo de
citocinas e moléculas de adesdo (ABBAS; LICHTMAN, 2005). A sinaliza¢do desencadeada
por VCAM-1 é dependente da acdo de GTPases Rac (COOK-MILLS et al., 2004), logo esse
processo também € susceptivel a inibicao por estatinas.

A andlise da estrutura quimica das estatinas levou a identificacdo da lovastatina como
um inibidor extracelular do LFA-1. Foi detectado um dominio de ligacdo da lovastatina ao
LFA-1, posteriormente denominado de sitio da lovastatina (“L-site””) (KALLEN et al., 1999;
WEITZ-SCHMIDT et al., 2001). A ligacdo da lovastatina a esse dominio estabiliza o receptor
do ICAM-1 numa conformagdo inativa. Essa mesma acdo foi demonstrada com sinvastatina e
mevastatina (WEITZ-SCHMIDT, 2002).

Além de comprometerem a diapedese, as estatinas interferem na formacgdo da sinapse
imunolégica. Esses farmacos inibem a expressao do MHC de classe II induzida por IFN-y por
meio da inibicdo da expressdo do transativador do MHC de classe II (CIITA), dessa forma,
impedem a apresentacdo de antigenos as células T CD4". Em relagio a expressdo do MHC de

classe I, os dados sdo inconclusivos (KWAK et al., 2000; KWAK et al., 2001).



Para que haja uma resposta T efetiva a apresentagdo de um antigeno é necessario um
segundo sinal gerado pela interacdo de moléculas co-estimulatérias (ABBAS; LICHTMAN,
2005). A atorvastatina inibe a maturagdo de células dendriticas e outras apresentadoras de
antigenos pelo bloqueio da expressdo de altos niveis de CCR7 (receptor para a citocina IL-7)
e dos co-estimuladores CD40, CD80 e CD86 (YILMAZ et al., 2004). Assim, essas células
dendriticas se tornam ineficazes na indugéo da proliferacdo de células T e fica evidente que as
estatinas interferem na geragdo do segundo sinal para ativacdo celular e produg¢do de uma
resposta imune eficaz a um determinado antigeno.

Antes da apresentacdo de um antigeno, s@o necessdrios sua internalizagdo e
processamento no interior da célula. Esse processo depende do remodelamento do
citoesqueleto (ABBAS; LICHTMAN, 2005). Como ja foi abordado, essa reestruturagdo é
uma conseqiiéncia da ativagdo de GTPases. Portanto, o processamento de antigenos no
citoplasma esta sujeito a interferéncia pela terapia com estatinas.

Outro alvo potencial das estatinas € a estrutura da membrana celular. A organizacio
das proteinas e complexos protéicos de sinalizagdo celular na superficie da membrana
depende da formacdo dos “lipid rafts”, microdominios de membrana ricos em colesterol e
glicolipidios que funcionam como jangadas de ancoramento de proteinas. As proteinas
presentes nesses microdominios t€m sua capacidade de difusdo na membrana plasmatica
limitada. A localizacdo de moléculas sinalizadoras nos lipid rafts é essencial para a ativagio
de células T e B. O ancoramento de tais moléculas nos microdominios lipidicos de membrana
permite a concentragdo dessas proteinas na sinapse imunolégica (PIERCE, 2002; PIZZO;
VIOLA, 2003).

O efeito das estatinas na composi¢do lipidica da membrana e na formacio dos “lipid
rafts” ainda é controverso. Alguns trabalhos mostram que o tratamento com determinadas
estatinas leva a perda da arquitetura dos microdominios lipidicos e ao comprometimento da
funcdo de moléculas essenciais na resposta imune (HILLYARD et al., 2004a). Ocorre
diminuicdo da expressio MHC de classe II e da sinalizagdo promovida pelo receptor de Fcy e
alteracdo da localizacdo da Lck (tirosina quinase especifica de linfocitos) essencial para a
ativacdo de células T (HILLYARD et al., 2004b). Determinadas células, especialmente
linfécitos T de fendtipo Thl, ndo respondem as estatinas com alteracdo da estrutura dos
microdominios lipidicos. Dados de experimentos in vitro indicam que o tratamento de
camundongos com atorvastatina ndo tem efeito sobre o contetido de colesterol das células T

(DUNN et al., 2006).



A ac@o pleiotrépica das estatinas se estende a interacdo com a imunidade inata. Foi
demonstrado que a expressdo do receptor TLR4 em mondcitos humanos e a sinalizagdo
gerada pela ativagdo desse receptor foi prejudicada pela inibicdo da geranilgeranilacio e
farnesilagdo provocada por atorvastatina e sinvastatina (METHE ez al., 2005; NIESSNER et
al., 2006).

O aumento da atividade da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) pelas
estatinas foi extensamente estudada em diversos trabalhos demonstrando o beneficio adicional
desses fadrmacos na terapia da doenga cardiovascular (ENDRES er al., 1998; LAUES et al.,
1998). As estatinas melhoram a funcdo endotelial, pois o 6xido nitrico, além de ser um
potente vasodilatador, inibe a adesdo, migracdo e a quimiotaxia dos leucécitos (BATH et al.,
1991; TAKAHASHI et al., 1996). Além disso, os inibidores da HMG-CoA redutase
diminuem o nivel de LDL oxidado no sangue que inibe a transcricdo de eNOS e sua sintese
protéica. Por outro lado, algumas estatinas, entre elas a atorvastatina, inibem a atividade da
enzima 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS) em astrécitos e macréfagos, mas essa agdo foi
variavel a depender da dose utilizada do farmaco (HUANG et al., 2003). Tanto o mecanismo
de ativagdo da eNOS quanto a inibicao da iNOS sdo mediados pela inibi¢do da prenilagdo de
proteinas da familia das GTPases com funcdes distintas sobre as vias de sinalizacdo para a
expressdo das enzimas produtoras de 6xido nitrico (LAUFS; LIAO, 1998).

Em relagdo ao efeito das estatinas sobre as células T regulatérias, dados recentes
demonstraram que a atorvastatina aumentou o nimero de células T regulatérias com elevada
expressdo de CD25 e Foxp3. Sinvastatina e pravastatina também aumentaram a populagio
dessas células em pacientes hipercolesterolémicos (MAUSNER-FAINBERG et al., 2007).

Nos tltimos dez anos, diversos estudos revelaram a acdo imunomoduladora dos
inibidores da HMG-Co A redutase que se manifesta pela alteracdo na produgdo de certas
citocinas. Desde entdo, esse efeito tem sido largamente estudado in vitro e in vivo. As
estatinas inibem a produgdo de citocinas pré-inflamatérias IFN-y, TNF-a, IL-1B e IL-6
(GRIP; JANCIAUSKIENE; LINDGREN, 2000; ROSENSON; TANGNEY; CASEY, 1999).
Em individuos hipercolesterolémicos tratados com estatinas, houve diminuicdo dos niveis
séricos de TNF-q, IL-6, IL-1 e IL-8 (ASCER et al., 2004; REZAIE-MAID et al., 2002). Em
pacientes com hipercolesterolemia familiar heterozigética sob terapia com atorvastatina, foi
detectada a diminuicdo do nivel sérico de IL-12 e nenhuma alteragdo na expressdo do gen de
IL-10 NAOUMOVA et al., 2003). A secre¢do de MIP-1a e IL-8 é diminuida em pacientes

com doenga arterial tratados com atorvastatina (WAEHRE et al., 2003).



Em diversos trabalhos que estudaram o efeito dos inibidores da HMG-CoA redutase
em doengas inflamatdrias, especialmente enfermidades auto-imunes, as estatinas inibiram a
inducdo da resposta Thl, dessa forma, modularam a progressio da doenca (HAKAMADA-
TAGUCHI et al., 2003; MCKAY et al., 2004; YOUSSEF et al., 2002). Um possivel
mecanismo ¢ a mudanca no fenétipo das células T. Youssef e colaboradores (2002)
demonstraram claramente esse mecanismo em um modelo murino de encefalomielite auto-
imune experimental, doenca que corresponde a esclerose multipla em humanos. Nesse
trabalho, a atorvastatina induziu a fosforilagdo de STAT-6, fator de transcri¢dao envolvido na
diferenciac¢do celular dependente de IL-4 para o fendtipo Th2. Dessa forma, secre¢do de
citocinas antiinflamatérias (IL-4, IL-5 e IL.-10) foi aumentada. Por outro lado, a fosforilacdo
de STAT-4, requerida para a diferenciagdo celular para o fendtipo Thl, dependente de 1L-12
foi inibida. Conseqiientemente, houve inibi¢do da secre¢do de IL-2, IL12, IFN-y e TNF-o.
Dados que corroboraram esses achados revelaram que o tratamento com estatinas promoveu a
expressdo de GATA-3, um fator de transcricdo envolvido na diferenciagdo Th2, e inibiu a
ativacdo de NF-xB e T-bet, associados a diferenciacdo Thl (NATH et al., 2004).

Nem todos os trabalhos mostram que as estatinas atuam polarizando a resposta imune
no sentido do fenétipo Th2. Uma explicagc@o possivel € a variagdo nas doses aplicadas dos
farmacos e nos tipos de modelos experimentais de doengas inflamatdrias estudados em cada
trabalho. Fluvastatina reduziu concomitantemente a producdo de citocinas Thl e Th2 em
modelo experimental de miocardite auto-imune (AZUMA et al., 2004). Em estudos in vitro
com células mononucleares sanguineas de pacientes com esclerose multipla foram obtidos
resultados extremamente interessantes: as estatinas ndo polarizaram a resposta imune para
nenhum dos dois tipos e foi detectado aumento da producdo de IFN-y e IL-12 (NEUHAUS et
al., 2002).

O mecanismo exato da intervencdo das estatinas no balangco Th1/Th2 evidenciada em
vérios trabalhos ainda ndo estd esclarecido, mas ja se sabe que a diferenciacdo para Th2
induzida pela atorvastatina € revertida pelo mevalonato (YOUSSEEF et al., 2002), indicando
que os metabolitos da via de sintese de colesterol influenciam a diferenciagdo para Thl.
Estudos recentes demonstraram que a farnesilagdo e a prenilagdo de proteinas Ras e Rho é
essencial para a modulagdo desse efeito (DUNN ez al., 2006).

Apesar da divergéncia em alguns dados em relagdo a acdo imunossupressora das
estatinas, varios trabalhos se concentram no estudo do potencial terapéutico desses farmacos

em doencas auto-imunes (AKTAS et al., 2003; YOUSSEEF et al., 2002). Outra caracteristica



que anima os pesquisadores e clinicos é a baixa incidéncia de reacdes adversas associadas a
terapia com estatinas (CLARK, 2003; SCHAEFER et al., 2004).

Diante do largo espectro de acdo dos inibidores da HMG-CoA redutase sobre o
sistema imunolégico e das evidéncias contundentes de que esses firmacos possuem acdo
antiinflamatdria com potencial terapéutico, surgiram trabalhos propondo a ampliacdo do uso
das estatinas pela produgdo polipilulas contendo diversos farmacos de agdo cardiovascular e
como agentes profildticos da doenga cardiaca em individuos normocolesterolémicos (LAW;

WALD; RUDNICKA, 2003; WALD; LAW, 2003).

1.3 LEISHMANIOSE

A leishmaniose é uma doenca parasitaria, cujas manifestagdes clinicas tém diversas
facetas. Essa parasitose estd relacionada a agentes etioldgicos de diversas espécies do género
Leishmania e a distribui¢do da doenga no planeta € muito ampla. Atualmente, a leishmaniose
€ prevalente em quatro continentes totalizando 88 paises onde é endémica (22 no Novo
Mundo e 66 no Velho Mundo) (DESJEUX, 1996). Clinicamente, sdo classificados dois
grandes grupos: a leishmaniose tegumentar e a leishmaniose visceral. Mais de 90% dos casos
de leishmaniose tegumentar ocorre no Afeganistdo, Ira, Ardbia Saudita e Siria e mais de 90%
dos casos de leishmaniose visceral sdo detectados em Bangladesh, Brasil, India e Sudio
(DESJEUX, 1996). A forma tegumentar, a depender das manifestacdes clinicas, pode ser
dividida em subgrupos: cutdnea simples (aguda e cronica), mucocutinea e cutinea difusa. A
forma cutinea se caracteriza pela formagdo de pdpulas eritematosas que evoluem para
nddulos indolores. Esses nédulos podem curar, mas normalmente ulceram como crateras na
pele atingindo apenas a derme. A lesdo pode apresentar cura espontinea apds 2 a 6 meses ou
ter uma evolugdo cronica por dois anos ou mais. As espécies que causam essa forma clinica
sdo: L. major, L. tropica e L. aethiopica no Velho Mundo (DOWLATI, 1996); e¢ L.
amazonensis, L. panamensis, L. peruviensis, L. braziliensis, L. guyanensis, L. laisoni, L.
mexicana e L. pifanoi no Novo Mundo (WEIGLE; SARAVIA, 1996). A forma mucocutanea,
causada pelas espécies L. braziliensis e a L. panamensis, inicia-se com uma lesdo cutinea e
depois acomete nariz, faringe e boca e em casos mais graves, laringe e traquéia (PIRMEZ,
1992). A forma cutinea difusa € caracterizada pelo surgimento de um nédulo que inicialmente

ndo ulcera. Em seguida, novos nédulos surgem se difundindo na face e em todo o corpo do
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paciente. Os Orgdos internos podem ser acometidos. Essas manifestagdes sdo provocadas
pelas seguintes espécies: L. aethiopica no Velho Mundo; e L. mexicana, L. amazonensis e L.
pifanoi, no Novo Mundo (DOWLATI, 1996). O segundo grande grupo compreende a
leishmaniose visceral em que o parasito se dissemina pelo organismo promovendo uma
infec¢do generalizada cronica acompanhada de febre, hepatoesplenomegalia, culminando em
debilidade progressiva e morte muitas vezes associadas a infec¢des secundérias. No Velho
Mundo, é causada por L. donovani e L. infantum e no Novo Mundo pela L. chagasi .

A infec¢do natural ocorre através da picada da fémea do flebotomineo: Phelebotomus
spp., no Velho Mundo, e Lutzomia spp., no Novo Mundo (KILLICK-KENDRICK, 1990b).
Mamiferos sdo os reservatérios naturais do parasito e, quando picados, transmitem o
protozodrio ao vetor. Pela saliva do mosquito, formas promastigotas metaciclicas do parasito
(forma com maior potencial infectante) sdo inoculadas na pele do hospedeiro e engolfadas por
células do sistema mononuclear fagocitario, principalmente os macréfagos. No mamifero,
Leishmania é um parasito intracelular obrigatério que, no interior de vactolos no citoplasma
do fagécito, assume a forma amastigota (sem flagelo) e prolifera (KILLICK-KENDRICK,
1990a).

Ao penetrar no organismo do hospedeiro vertebrado, o protozodrio inicia sua interagao
com o sistema imunoldgico. Neutrdfilos e polimorfonucleares sdo as primeiras células a
migrarem para o tecido infectado e também s@o as primeiras a fagocitarem o protozodrio
(CHANG, 1981; PEARSON; STEIGBIGEL, 1981). Elas produzem enzimas proteoliticas e
espécies reativas de oxig€nio na tentativa de destruir os microorganismos. Neutr6filos
secretam MIP-2 e KC (homologos murinos de IL-8) que atraem mais neutréfilos, e MIP-1a e
MIP-1B, quimioatraentes de mondcitos e macréfagos. Os macréfagos, ao fagocitarem as
células polimorfonucleares apoptéticas infectadas, ndo exercem suas atividades microbicidas.
Esse € um mecanismo de entrada silenciosa da Leishmania nas células do hospedeiro. Antes
de entrarem em apoptose, os neutréfilos infectados secretam citocinas que afetam a ativagéo e
a diferenciacdo das células T (Revisto por AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004).

As células dendriticas sdo eficientes apresentadoras de antigeno (GUERMONPREZ et
al., 2002) e também produzem IL-12, IL-10 e IFN-y (CELLA et al., 1996; QI;, DENNING;
SOONG, 2003; STOBER; SCHIRMBECK; REIMANN, 2001). Assim, essas células podem
influenciar o desenvolvimento da resposta adaptativa a Leishmania. Foi demonstrado que
células dendriticas derivadas da pele infectadas com amastigotas produzem IL-12p70

(MCDOWELL et al., 2002), expressam mais moléculas co-estimulatérias e sdo potentes
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adjuvantes na vacinag@o contra a infeccdo por L. major (GHOSH et al., 2003; SCOTT;
HUNTER, 2002).

As células NK também sdo participantes ativos da resposta imune inata contra
Leishmania, pois sdo importantes fontes de IFN-y(SCHARTON; SCOTT,
1993), principalmente sob estimulo de IL-12 (SCHARTON-KERSTEN et al., 1995).

Outros componentes da resposta imune inata que coordenam a resposta inflamatéria
sdo os receptores tipo Toll. A sinalizacdo mediada por TLR4 favorece o controle da infeccdo
por L. major. Camundongos com deficiéncia desse receptor apresentam maior parasitismo
correlacionado com atividade aumentada de arginase (KROPF et al., 2004), enzima que
promove a proliferagdo do parasito (KROPF et al., 2005).

Antigenos do parasito podem ser apresentados aos linfocitos via MHC de classe II ou
classe I. No controle da infec¢do por L. major, alguns trabalhos mostram que o MHC de
classe II parece ter um papel mais importante. Camundongos deficientes dessa molécula
sucumbem a infec¢do (LOCKSLEY et al., 1993). Isso sugere que as células CD4" sdo mais
importantes que as CD8" para o controle de L. major, apesar de os linfocitos CD8" serem
importantes fontes de IFN-y (WANG et al., 1993), principal citocina envolvida no controle do
parasitismo.

A infecg@o experimental por Leishmania em camundongos é um modelo tradicional
para o estudo da resposta imune na forma cutanea da doenga. Na infeccdo por L. major, o
camundongo da linhagem C57BL/6 é modelo de resisténcia e a resposta imune contra o
parasito € tipo 1, enquanto, a linhagem BALB/c é susceptivel e apresenta uma resposta
polarizada em tipo 2 (LOCKSLEY et al., 1987; REINER; LOCKSLEY, 1993).

O passo crucial para a montagem da resposta tipo 1 € a producdo duradoura de altos
niveis de IL-12. A ligacdo dessa molécula ao seu receptor estimula a fosforilagdo do fator de
transcricdo STAT-4 que leva a diferenciag@o dos linfécitos T para o fenétipo Thl (produtores
de grandes quantidades de IFN-y) (GAZZINELLI, 1996; REINER; LOCKSLEY, 1993). IL-
12 € produzida por células dendriticas, macréfagos, polimorfonucleares e células B
(TRINCHIERI, 1995). A ligacdo CD40-CD40L entre macréfagos ou células dendriticas e as
células T estimula a producdo de IL-12 pelas células apresentadoras de antigenos. IFN-y
também estimula a producdo IL-12 e interfere na responsividade celular a essa citocina. A

sinalizacdo de STAT-1 ativada por IFN-y aumenta a expressdo de T-bet, fator de trancricdo

envolvido na expressdo de IL-12rf32, uma das cadeias do receptor de IL-12, em células T
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CD4" (AFKARIAN et al., 2002). IL-12 inibe a producdo de IL-4 que levaria a diferencia¢do
dos linfécitos para o fenétipo Th2 (HEINZEL et al., 1993b).

IFN-v € a citocina chave na resisténcia contra L. major. Camundongos deficientes de
IFN-v ou do receptor de IFN-y ndo controlam a proliferacdo do parasito e sucumbem a
infeccdo (SWIHART et al., 1995; WANG et al., 1993). Essa citocina € um potente ativador
da transcri¢@o da enzima 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS) levando & producdo de 6xido
nitrico a partir de L-arginina (GREEN et al., 1990a). A producdo de 6xido nitrico (NO) nos
macrdfagos infectados € crucial para o controle da replicagdo dos parasitos (GREEN et al.,
1990c; GREEN et al., 1990b). TNF-o € uma citocina que atua sinergicamente com IFN-y na
inducdo de iNOS (GREEN et al., 1990c; GREEN et al., 1990b). TNF-o tem um papel central
no controle da adesdo de leucécitos ao endotélio ativado. Em sinergismo com IL-1, TNF-a
ativa células endoteliais estimulando a expressdo de moléculas de adesdo de leucécitos. O
receptor p55 de TNF-a medeia a indugdo da expressdo de VCAM-1 e E-selectina por células
endoteliais. VCAM-1 se liga a VLA-4 expressa em células T (NEUMANN et al., 1996). O
receptor p75 de TNF induz a expressdao de ICAM-1 ligante de LFA-1, expressa por linfécitos
B e T, granulécitos e timécitos (HYNES, 1992). Os receptores pS5 e p75 de TNF estio
envolvidos na inducdo de MMP-9, metaloproteinase que promove a destruicdo da matriz
extracelular favorecendo a migracdo de células inflamatdrias para o tecido (VADAY et al.,
2000). Outras citocinas importantes na resposta a Leishmania sdo 1L-18, IL-23 e IL-27 que
favorecem a producdo de IFN-y pelos linfécitos T CD4" (GUMY; LOUIS; LAUNOIS, 2004).

Quimiocinas também t€m um papel relevante no controle da infec¢do por L. major
(SANTIAGO et al., 2004). CCL5/RANTES induz a expressdo de IL-12 (ALIBERTI et al.,
2001) e IFN-y (MAKINO et al., 2002). Essa quimiocina atrai diversos tipos celulares ao sitio
inflamatorio. Portanto, neste modelo de infec¢do, CCLS é importante para a atragcdo de células
Thl, principalmente células T de meméria (WEBER et al., 2001). O papel de CCL2/MCP-1
na resisténcia ou susceptibilidade & infeccdo por L. major ainda nio foi bem estabelecido. Ja
foi demonstrado que a expressdo de CCL2 em macréfagos correlaciona-se com o controle do
parasito. Contudo, células dendriticas imaturas migram para o sitio de infec¢do por L. major
atraidas por CCL2. Dessa forma, o antigeno e o infiltrado inflamatério se mantém em tecidos
periféricos (STEIGERWALD; MOLL, 2005). Em camundongos BALB/c, hd expressdo de
CCL2 por macréfagos (RACOOSIN; BEVERLEY, 1997) e camundongos dessa mesma
linhagem deficientes de CCL2 sdo mais resistentes ao parasito (GU et al., 2000). Por outro

N

lado, a deficiéncia do receptor de CCL2 estd associada a susceptibilidade a L. major

13



(QUINONES et al., 2007; SATO et al., 2000). Em humanos, CCL2 foi relacionado a
resisténcia a leishmaniose (RITTER et al., 1996; RITTER; MOLL, 2000).

A infec¢do por L. major em camundongos BALB/c configura o protétipo de
susceptibilidade, pois a resposta imunoldgica desenvolvida nesses animais ndo confere
protecdo contra os parasitas intracelulares. A resposta Th2 se desenvolve a partir da producio
de altos niveis da citocina IL-4, estimulo para a ativacdo de STAT-6 que leva a diferenciagio
dos linfécitos T para o fendtipo Th2. As células T com TCR VB4/Va8 sdo os maiores
produtores de IL-4 no camundongo BALB/c infectado com L. major. IL-4 inibe a producio de
IL-12 e a expressdo do seu receptor IL-12RP2 e, assim, prejudica o desenvolvimento da
resposta Th1 (Revisto por MCMAHON-PRATT; ALEXANDER, 2004)). A susceptibilidade
a Leishmania mediada por IL-4 é dependente de outros fatores como IL-2 e IL-10.
Camundongos BALB/c tratados com anticorpo anti-IL-2 apresentaram maior resisténcia a L.
major (HEINZEL et al., 1993a) e o tratamento de camundongos dessa mesma linhagem com
anti-IL-10 ou a delecdo do gene desta citocina permitiu a cura da infec¢do (ANDERSON;
MENDEZ; SACKS, 2005; NOBEN-TRAUTH et al., 2003). IL-13 compartilha algumas
funcdes bioldgicas com IL-4, como a geragdo de células Th2 (CHOMARAT;
BANCHEREAU, 1998), e estd envolvida na susceptibilidade a L. major. Entretanto, foi
demonstrado que o camundongo C57BL/6 € susceptivel a linhagem de L. major LV39 mesmo
desenvolvendo a resposta Thl e ndo produzindo IL-4 e IL-13. A resisténcia observada apds
inibi¢do de IL-10 neste animal confirmou o papel dessa citocina na permissividade ao parasito
(ANDERSON; MENDEZ; SACKS, 2005). IL-10 tem ac¢fo supressora e regulatdria, inibe as
funcdes de macrofagos e células dendriticas ativadas como a producéo de IL-12 e a expressao
de moléculas co-estimulatorias e do MHC de classe II (Revisto por O'GARRA, 2007). Além
disso, IL-10 suprime as respostas ao IFN-y e desativa os mecanismos leishmanicidas dos
macrdfagos mediados por IFN-y (MOORE et al., 2001). IL-10 e IL-4 t€ém a capacidade de
regular a ativagdo dos macréfagos mediada por IFN-y (LIEW et al., 1989). TGF-3 também ¢é
conhecida como uma citocina regulatéria que pode atuar favorecendo a manutencdo da
Leishmania no organismo do hospedeiro. O efeito do TGF-B tem sido associado a inibig¢do
das fun¢des dos macrdéfagos importantes para a eliminagdo do parasito como a producdo de
NO levando a progressdo das lesdes (LI; HUNTER; FARRELL, 1999). TGF-B pode agir
também diretamente sobre as células T inibindo a expressdo de T-bet bloqueando a

diferenciagdo para o fenétipo Th1 (GORELIK; CONSTANT; FLAVELL, 2002).
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Outro fator envolvido na persisténcia da Leishmania nas linhagens de camundongos
susceptiveis € a ativacdo da enzima arginase I nos macrofagos infectados. As citocinas 1L-4,
IL-10 e TGF-B sdo indutoras dessa enzima (BOUTARD et al., 1995; CORRALIZA et al.,
1995). A hidrélise da L-arginina pela arginase gera uréia e ornitina, esta ultima utilizada para
sintese de poliaminas, que podem ser captadas pelo parasito e utilizadas como substratos para
crescimento e proliferacio (ROBERTS et al., 2004a). Ja foi demonstrado que o crescimento
de L. major in vitro no interior dos macréfagos ¢ aumentado sob a indugdo de arginase I
(INIESTA et al., 2002b), logo a inibi¢do da enzima tem o efeito oposto (INIESTA; GOMEZ-
NIETO; CORRALIZA, 2001). A inducdo da atividade de arginase in vivo foi correlacionada a
susceptibilidade a infecgdo. Em camundongos BALB/c, a expressdo de arginase foi induzida
por IL-4 e associada ao aumento do edema na lesdo. Em contraste, no camundongo C57BL/6,
o estabelecimento de uma resposta protetora restaura os niveis basais da enzima ao longo do
processo de resolugdo das lesdes (INIESTA et al., 2005).

Ao longo dos anos, tornou-se claro que ndo apenas a resposta Th2 integrava o
contexto imunoldgico responsdvel pela susceptibilidade a L. major. Isso foi possivel a partir
da percepcdo do papel das citotinas IL-10 e TGF-B e da identificacdo das células T
regulatérias, principais fontes dessas moléculas em camundongos e humanos (BELKAID,
2003). IL-10 ndo € uma citocina cuja expressao estd associada ao fator de transcricio GATA-
3, importante para a expressao de IL-4, IL-5 e IL-13 (GLIMCHER; MURPHY, 2000) em
células Th2. Assim ela pode ser expressa em outros subtipos de células CD4+ como as células
T regulatdrias naturais. Tais células apresentam alta expressdo do fator de transcricdo Foxp3 e
de CD25 (cadeia o do receptor de IL-2). Elas suprimem vdrias respostas potencialmente
patogénicas, especialmente as respostas de células T contra auto-antigenos (SACKS;
ANDERSON, 2004). Essas células t€ém a habilidade de suprimir a resposta Thl especifica
contra Leishmania e, em camundongos resistentes, impedem a cura estéril pela producdo de
IL-10 (BELKAID et al., 2002). Na infeccdo por L. major no camundongo C57BL/6, as
células CD25" mantém a memoria imunoldgica via mecanismos dependentes ou ndo de IL-10
(BELKAID et al, 2002). O tratamento de camundongos BALB/c com anti-CD25 nas
primeiras quatro semanas de infeccdo com L. major os tornou menos susceptiveis (HEINZEL
et al., 1993a). Um achado extremamente interessante foi a deteccdo de grande quantidade de
células produtoras de IFN-y e células CD25" na orelha de camundongos C57BL/6 infectados
com L. major da linhagem NIH/Seidman que, nesses animais, provocava lesdes que nio

curavam (SACKS; ANDERSON, 2004; ANDERSON et al., 2005). Células T regulatérias
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tém a capacidade de suprimir a proliferacio de outras populagdes de células T (SHEVACH,
2002).

Como exposto previamente, a leishmaniose € um problema de satde publica mundial.
Independente desse fato, o uso das estatinas tem se expandido vertiginosamente em todo o
mundo. Nido se sabe ainda qual impacto da terapia prolongada em pessoas portadoras de
doencas infecciosas cronicas como a leishmaniose diante do potencial imunossupressor das
estatinas. A maioria dos estudos envolvendo inibidores da HMG-CoA redutase ndo tem esse
foco. Portanto, a pesquisa clinica e experimental que investigue se hd interacio entre doencas
infecciosas, seus agentes etioldgicos e estatinas € de extrema importancia para assegurar que a
expansdo do uso desses farmacos ndo ofereca maiores riscos para os pacientes. Diante disso,
nossa hipétese era que a atorvastatina, por meio de algum de seus mecanismos
imunomoduladores e imunossupressores, seria capaz de comprometer o controle da infec¢io
experimental por Leishmania em um hospedeiro naturalmente resistente.

Em nosso trabalho, estudamos o efeito do tratamento a longo prazo com atorvastatina,
farmaco com propriedades antiinflamatérias e imunomoduladoras, em camundongos da
linhagem C57BL/6 infectados com L. major, parasito ao qual tais animais sdo naturalmente
resistentes. Primeiramente, avaliamos o comportamento do parasito no hospedeiro frente ao
tratamento pela quantificacdo do parasitismo tecidual na lesdo. Em seguida, para avaliar se o
farmaco interferiu no perfil da resposta imunolégica do hospedeiro, analisamos a producdo de
citocinas no sitio de infeccdo e no linfonodo drenante, medimos a produgdo de anticorpos
séricos especificos anti-leishmania e investigamos as populacdes celulares prevalentes no
linfonodo drenante pela pesquisa de células T regulatérias, células apresentadoras de
antigenos e linfocitos por citometria de fluxo. Finalmente, na tentativa de elucidar possiveis
mecanismos pelos quais a atorvastatina poderia interferir no controle do parasito dosamos a

atividade das enzimas arginase e iNOS em macréfagos peritoneais.
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2 OBJETIVOS:

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da atorvastatina sobre o perfil de resisténcia imunoldgica do

camundongo C57BL/6 contra a infecc@o por Leishmania major.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Em camundongos C57BL/6:
1- Investigar o efeito da atorvastatina sobre o curso de infeccdo na pata por Leishmania major
2- Investigar o efeito da atorvastatina na resposta imune a Leishmania major

3- Investigar possiveis mecanismos relacionados aos efeitos da atorvastatina na infeccio e na

resposta imune a Leishmania major
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3 MATERIAIS E METODOS:

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos C57BL/6, com idade entre 6 e 9 semanas,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais, CEBIO-UFMG.
Esses animais foram submetidos a banhos de deltrametrina (TRIATOX® Coopers Brasil Ltda,
Sdo Paulo, SP, Brasil) diluido 1:100 em dias alternados, desde a entrada até o décimo dia no
biotério experimental do Laboratério de Gnotobiologia e Imunologia (LGI). Os animais
também receberam Ricobendazol (Ouro Fino, Ribeirdao Preto, SP, Brasil) diluido 1:200 por
via oral no primeiro dia e no décimo dia, pelo menos uma semana antes do inicio dos
experimentos. Durante os experimentos, os animais foram mantidos no biotério do LGI.
Foram oferecidas ra¢do convencional para camundongos (Labina, Purina, Paulinea, SP,
Brasil) e dgua filtrada ad libitum. A temperatura e o fotoperiodo da sala eram controlados. A
limpeza das gaiolas foi realizada a cada sete dias. Todos os procedimentos foram avaliados e

aprovados pelo Comité de Etica em Experimenta¢io Animal da UFMG (protocolo 046/05).

3.2 PARASITO

Foi utilizado um clone de Leishmania major de referéncia da Organizacdo Mundial de
Satide, WHO MHOM/IL/80/Friedlin. O parasito em sua forma promastigota extracelular foi
mantido in vitro em Grace’s Insect Medium (GIBCO BLR Life Technologies, Grand Island,
N.Y., EUA) pH 6,2 suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF, Nutricell, Campinas,
SP, Brasil) , L-glutamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) a 2 mM, penicilina
cristalina a 100U/mL e estreptomicina a 100ug/mL (GIBCO BLR Life Technologies) . A
cultura de L. major foi mantida em estufa de 25°C, os repiques foram feitos a cada dois ou
trés dias de cultivo. Quando necessdrio, as formas promastigotas em fase logaritmica de
crescimento (3 dias de cultura) eram criopreservadas no meio de cultura enriquecido com

DMSO (Grupo Quimica, Penha, RJ, Brasil) a 10% (v/v) a 70° C. A cultura era mantida por até
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10 repiques, quando, entdo, era renovada com parasitos criopreservados ou recém isolados de
infec¢des in vivo de camundongos BALB/c.

Em condig¢des estéreis, os indculos foram preparados de culturas com cinco dias, fase
estaciondria do crescimento in vitro, época em que a cultura esta rica de formas promastigotas
metaciclicas vidveis, ou seja, formas infectivas. O meio de cultura com Leishmania em fase
estaciondria foi centrifugado a 1500 x g a 4° C por 15 minutos. O sobrenadante foi, entéo,
desprezado e o sedimento recuperado em 2 mL de salina tamponada com 0,01 M de fosfato de
sédio pH 7,2 (PBS). Em seguida, as formas promastigotas metaciclicas foram separadas por
gradiente de Ficoll (Ficoll® 400, Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EUA). Em um tubo
conico de 15mL, foram colocados 2 mL de Ficoll 20%, em seguida, 2 mL de Ficoll 10%,
escorrendo pela parede do tubo, sem homogeneizar as duas solugdes, formando duas fases
distintas (gradiente de Ficoll). Finalmente, a suspensdo de Leishmania, obtida pela
recuperacdo do sedimento em 2 mL de PBS, foi acrescentada escoando com cuidado pela
parede do tubo, formando uma terceira fase. Essa mistura trifasica foi centrifugada a 800 x g
por 10 min a 4°C. Formou-se um anel branco e todo o sobrenadante acima dele,
correspondendo as fases Ficoll 10% e Leishmania em PBS, foi coletado com o auxilio de uma
pipeta. Em outro tubo, adicionaram-se 10mL de PBS ao sobrenadante coletado e essa
suspensdo foi centrifugada a 1500 x g por 15 minutos a 4° C. O sobrenadante formado foi
desprezado e o sedimento foi recuperado em 2mL de PBS.

Foi retirada uma aliquota, diluida 1:100 em PBS contendo formalina a 4% e o nimero

de parasitos foi contado em Camara de Neubauer.

3.3 INFECCAO POR LEISHMANIA MAJOR

Os camundongos foram inoculados com 1 x 10° parasitos num volume total de 40 pL
no coxim plantar de ambos os pés. O desenvolvimento da les@o foi acompanhado
semanalmente, pela medi¢ao das patas com um paquimetro (Digimess, Sdo Paulo, SP, Brasil).
A média da medida da pata normal de camundongos nao infectados foi subtraida da medida

da pata infectada para a obtencdo do tamanho da lesao.
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3.4 TRATAMENTO COM ATORVASTATINA

Foram utilizados comprimidos de Lipitor® (Pfizer, Guarulhos, SP, Brasil) contendo 10
mg de atorvastatina para preparo de uma suspensio. Os comprimidos foram macerados e o p6
obtido foi disperso em 10 mL de PBS. A dose utilizada foi 10 mg/kg administrados
diariamente por via oral com seringa e agulha de gavage (Biomedial Needles, Popper & sons,
inc. N.Y., EUA). Os animais do grupo controle foram tratados diariamente com PBS.

Inicialmente, foram planejados dois esquemas de tratamento. Em um grupo de
animais, o tratamento foi iniciado dois dias antes da infeccdo com L major na pata traseira.
Em outro grupo, o tratamento foi iniciado 14 dias apds a infecgdo. O sacrificio dos animais foi
feito apés 10 semanas de infeccdo. Apds a avaliagdo desses esquemas de tratamento, o
segundo esquema foi mantido e os animais foram tratados todos os dias no mesmo horério por
volta de 7 horas da noite. Nesse terceiro esquema de tratamento, os animais foram
sacrificados também na quarta e oitava semanas de infec¢do. Animais ndo infectados
receberam PBS ou atorvastatina segundo o terceiro protocolo de tratamento e sacrificados

apds os mesmos periodos de tratamento dos animais infectados.

3.5 QUANTIFICACAO DE PARASITOS NA PATA POR DILUICAO LIMITANTE

O ndmero de parasitos na pata infectada por L. major foi determinado por meio da
técnica de diluicdo limitante (VIEIRA et al, 1996) em uma suspensdo de células obtidas de
lesdo. Foi retirado o coxim plantar das patas traseiras dos animais infectados. Esse tecido da
lesdo foi pesado em microtubos, cujo peso foi previamente mensurado em balanga de precisdo
e registrado. O peso do tecido da pata foi obtido pela subtracdo do valor do peso do tubo
contendo o fragmento da lesdo pelo valor do peso do tubo vazio. Em seguida, as amostras
foram maceradas em triturador de vidro em PBS. Entdo, o material macerado foi centrifugado
a 50 x g por 1 minuto para separar os fragmentos de tecido da suspensdo contendo as
amastigotas. O sobrenadante foi transferido para um tubo coénico e centrifugado a 2000 x g a
4°C por 15 minutos. Apods esta ultima centrifugacio, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento recuperado em Grace’s Insect Medium (GIBCO BLR Life Technologies) pH 6,2
suplementado com 20% de SBF (Nutricell), L-glutamina (Sigma Chemical Co.) a 2 mM,
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penicilina cristalina a 100U/mL e estreptomicina a 100pug/mL (GIBCO BLR Life
Technologies), na propor¢do de 10 uL/mg de tecido. As amostras foram aplicadas em
duplicata em placas de 96 pocos e foram diluidas sucessivamente ao longo da placa na
proporcdo de 1:10. A média do logjy negativo do titulo de parasitos foi calculada sete dias
ap6s o inicio da cultura a 25°C. O titulo € a tltima diluicdo em que foram visualizados

parasitos.

3.6 ANTIGENO DE LEISHMANIA MAJOR

O antigeno particulado para estimulo da cultura de células de baco e linfonodo e
sensibilizacdo da placa de ELISA para dosagem de anticorpos IgGl e IgG2a no soro foi
obtido a partir de culturas em fase estaciondria. As promastigotas foram lavadas em PBS
estéril trés vezes. O sedimento foi ressuspendido em PBS estéril e o nimero de parasitos
ajustado para 108 parasitos/mL. O antigeno foi obtido apds uma seqiiéncia de cinco ciclos de
congelamento a -70°C e descongelamento em banho-maria a 37°C. A dosagem de proteinas
que compdem o extrato antigénico foi realizada pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951)
modifidacado por Johnstone & Thorpe (1982) e o volume ajustado para 1 mg de proteina/mL
de suspensdo, que foi entdo estocado em aliquotas de 1 mL, congelado a -20°C e

descongelado no momento do uso.

3.7 CULTURA DE CELULAS DE LINFONODO

Os animais foram sacrificados por decapitag@o e o sangue recolhido em tubos conicos
de 15mL para a obtencdo do soro. Os linfonodos foram removidos e depositados em 2 mL de
PBS, sendo mantidos em gelo. Em seguida, os 6rgios foram macerados em triturador de vidro
e centrifugados a 700 x g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento do
linfonodo foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI 1640 (GIBCO BLR Life Technologies)
suplementado com 10% SBF (Nutricell), L-glutamina (Sigma Chemical Co.) a 2 mM,
penicilina cristalina a 100 U/mL, estreptomicina a 100 pg/mL (GIBCO BLR Life
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Technologies) e 50 mM de 2-mercaptoetanol (Sigma Chemical Co.). A viabilidade das células
foi verificada com azul de tripan em microscépio e a contagem foi realizada utilizando a
Camara de Neubauer. As células foram colocadas em cultura na proporcio de 5x10°
células/mL em placas de vinte e quatro pocos em presenga ou ndo de antigeno particulado de

L. major (50 mg/mL de cultura) em um volume total de 1 mL e incubadas por 72 hs.

3.8 EXTRACAO DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS NO TECIDO DA PATA

O coxim plantar dos animais infectados e nao infectados foi retirado e congelado a -
70°C para posterior dosagem de citocinas e quimiocinas. Apds o descongelamento dos
tecidos, foi adicionado um volume de PBS acrescido de 0,4 M de NaCl, 0,05% Tween 20, 5%
de albumina, 0,1 mM de fluoreto de fenil-metil-sulfonila, 0,1 mM de cloreto de benzetonio ,
10 mM de EDTA e 20 KIU (unidade inibitéria de calicreina) de aprotinina em 100mL, na
relacdo de 1 mg de tecido por 10uL de tampao. O tecido foi, entdo, macerado e centrifugado a

10000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recolhido.

3.9 DOSAGEM DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS POR ELISA

As placas de ELISA foram cobertas e incubadas a 4°C durante o periodo noturno com
os anticorpos de captura desenvolvidos em cabra anti-IFN-y, anti-TNF-a, anti-TGF-f, anti-
IL-10, anti IL-4, anti-CCL2/MCP-1 ou anti-CCL5/RANTES (Duoset, RD Systems,
Minneapolis, MN, EUA) diluidos em tampao de revestimento (8,4g/mL de NaHCO3; 5,8g/mL
de NaCl em 4gua destilada; pH 9,6) em um volume total de 100 uL/po¢o nas concentragdes
definidas pelo manual do fabricante. Apds o periodo de incubagfo, as placas foram lavadas 4
vezes com tampao de lavagem (PBS contendo 0,05% de Tween 20) e bloqueadas com
albumina bovina 1% (BSA) em PBS por 1 hora em temperatura ambiente num volume de 200
pUL/pogo. Apds um novo ciclo de lavagem, foi feita a diluicdo das amostras e dos padrdes em
solugdo diluente (BSA 0,1% e Tween 20 0,1% em PBS, pH 7,4), num volume total de 100

uL/poco e incubadas durante a noite a 4°C. As amostras foram diluidas nas seguintes
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proporgdes: 1:3 para IL-4, IL-10, TGF-3 e CCL2; 1:5 para IFN-y, TNF-o. e CCL5. Ap6s um
novo ciclo de lavagem, anticorpos de captura biotinilados (RD Systems) produzidos em cabra
foram usados como segundos anticorpos na concentracéo definida pelo manual do fabricante
em solucdo diluente e incubados & temperatura ambiente por 2 horas num volume de 100
UL/pogo. Apds esse periodo de incubacdo e novo ciclo de lavagem, estreptavidina conjugada
com peroxidase foi adicionada a placa na propor¢ao 1:4000 em solucio diluente num volume
de 100 pL/poco e incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. A placa foi lavada
novamente e adicionou-se a solugcdo do substrato OPD (o-fenileno-diamina 1mg/mL, Sigma
Chemical Co.) e H,0, a 0,005% em tampao citrato-fosfato ( 0,15M, pH 5,0) acompanhando-
se a formagdo da cor. A reagdo foi interrompida apds 15 a 20 minutos de incubagdo com
50 uL/poco de H,SO4 1 M. A leitura das placas foi feita a 492 nm em espectrofotdmetro. A
sensibilidade do ensaio para a dosagem de foi 16 pg/mL para TGF-B, IL-4 ¢ IFN-y, 32 pg/mL
para RANTES e TNF-a e 4 pg/mL para MCP-1.

3.10 IMUNOMARCACAO E CITOMETRIA DE FLUXO

Linfonodos popliteos foram coletados na oitava semana de infec¢do ou sexta semana
de tratamento dos animais néo infectados e, posteriormente, macerados para a obtengdo de
células para imunomarcacdo. Apds o isolamento das células, estas foram transferidas em
placas de 96 pocos a uma concentracdo de 5x10° células/poco num volume final de 50 pL. em
PBS pH 7,2. As células foram lavadas com PBS (centrifugadas por 10 minutos a 400 x g a
4°C) e, em seguida, ressuspendidas e incubadas com 30 puL/pogo de solucdo de bloqueio (PBS
pH 7,2 com 10% de soro normal de camundongo singénico inativado contendo 0,5 % de BSA
(Sigma-Aldrich) e 2mM de NaNj3). Posteriormente, as células foram lavadas com 150uL de
PBS e incubadas durante 30 min a 4°C com anticorpos para marca¢do de moléculas de
superficie (Anti-CD4-PerCP, clone RM4-5, Anti-CD4-FITC clone GK1.5, Anti-CD8-PerCP
ou FITC clone 53-6.7, Anti-CD25-PE clone PC61, Anti-F4/80-FITC clone CI:A3-1, Anti-
CD86-PE clone GL1, BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA, EUA) diluidos de acordo
com as orientagdes do fabricante em uma solucdo de Wash B (PBS, 0,5% de BSA, 2mM de
NaN3) e PBS numa proporcdo de 1:1. Os controles de isotipos usados foram IgGl, IgG2a e

IgG2b de rata (Pharmingen). Apos esse periodo, as células foram lavadas duas vezes com
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150uL de PBS pH 7,2, ressuspendidas e fixadas com 200 puL de formol ao 2% (Sigma-
Aldrich). Posteriormente, foram transferidas para tubos de leitura exceto aquelas que seriam
submetidas a marcacdo intracelular. Apés 20 min de fixa¢do a temperatura ambiente, essas
células foram lavadas duas vezes e permeabilizadas durante 15 min com 150 UL de uma
solu¢@o contendo saponina (Wash B, 0,5% de saponina, Sigma Chemical Co.). Em seguida,
realizou-se um novo ciclo de centrifugacdo e adicionaram-se 15 pL/poco do anticorpo anti-
Foxp3 (clone FJK-16S e-Bioscience, San Diego, CA, EUA) e o controle negativo IgG1-PE
diluidos em tampdo de permeabilizacdo. As células foram incubadas a temperatura ambiente
por 20 a 30 minutos. As células foram submetidas a 3 processos de lavagem: com
150 pL/pogco de tampdo de permeabilizagdo, Wash B e PBS sucessivamente. Finalmente,
foram fixadas com 200 UL de formol 2% e transferidas para tubos de leitura. Os linfécitos
foram identificados por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) caracteristicos. Vinte mil
células foram analisadas para cada amostra. Os dados foram coletados usando o citdmetro de
fluxo FACSCan (Becton Dickinson, Mountain View, CA, EUA) e analisados pelo software
FlowlJo (Tree Star, Inc., Ashland, EUA).

3.11 PREPARO DO SORO PARA DOSAGEM DE ANTICORPOS

Os animais foram sacrificados por decaptacdo, o sangue foi coletado na regido
cervical, em seguida foi centrifugado a 800 x g por 10 minutos. O soro, sobrenadante, foi
coletado e congelado a -20 °C para posterior dosagem de anticorpos IgGl e IgG2a anti-

Leishmania major.

3.12 DOSAGEM DE ANTICORPOS ANTI-LEISHMANIA MAJOR NO SORO

As placas foram sensibilizadas com antigeno de L. major 10 pg/mL diluido em tampao
de carbonato (0,05 M, pH 9,4) num volume de 100 puL/poco e incubadas durante o periodo
noturno a 4°C. No dia seguinte, os pocos foram lavados 5 vezes com tampdo de lavagem

(PBS contendo 0,05 % de Tween 20). Em seguida, foi adicionada a solucdo de bloqueio (BSA
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1 % em PBS) num volume de 200 uL/poco. As placas foram incubadas a 37°C por 1 hora.
Ap6s um novo ciclo de lavagem, as amostras foram aplicadas na placa na dilui¢do de 1:50 em
PBS/BSA 1%. Apds 2 horas de incubagdo a 37°C, executou-se um novo ciclo de lavagem.
Entdo, adicionaram-se os anticorpos anti-IgG de camundongo produzidos em cabra. Anti-
IgG1 (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, AL, EUA), diluido 1:20000 e anti-
IgG2a (Southern Biotechnology Associates), diluido 1:2500 em PBS/BSA 1% e utilizou-se
um volume de 100 puL/pogo. Apds a incubagdo de 1 hora a 37°C, executou-se um novo ciclo
de lavagem. Em seguida, adicionou-se anticorpo anti-imunoglobulina de cabra produzido em
coelho e conjugado com estreptavidina peroxidase. Apds a incubag¢do de 1 hora a 37°C,
executou-se o ultimo ciclo de lavagem. As placas foram lavadas 10 vezes. Finalmente,
adicionou-se a solugdo do substrato OPD (1 mg/mL) e H,O; a 0,005% em tampdo citrato-
fosfato (pH 5,0) acompanhando-se a formacdo da cor. A reagéo foi interrompida apds 15 a 20

minutos de incubacdo com 30 uL/pogo de H,SO4 1 M.

3.13 OBTENCAO E CULTURA DE MACROFAGOS PERITONEAIS RESIDENTES

Para obtengdo de macrdfagos da cavidade peritoneal os animais foram sacrificados
por decapitacdo, em seguida, foram-lhe injetados, rapidamente, na cavidade peritoneal, 10 mL
de meio RPMI 1640 estéril (Sigma Chemicals Co.), com o auxilio de uma agulha de calibre
0,80 x 25 mm, acoplada a uma seringa. O maior conteido possivel foi aspirado com a mesma
seringa e as células foram centrifugadas a 350 x g, por 10 minutos a 4°C. Apds o descarte do
sobrenadante, as células foram ressuspendidas em meio RPMI 1640, suplementado com 10%
de SBF (Nutricell), L-glutamina (Sigma Chemical Co.) a 2 mM, penicilina cristalina a 100
U/mL e estreptomicina a 100 pg/mL (GIBCO BLR Life Technologies) e 0,1% de solugéo de
B-mercaptoetanol (Sigma Chemical Co.). As células foram contadas em cidmara de Neubauer,
e a concentraco final foi ajustada em 1x10° células/mL para cultura em placa de 24 pogos. A
incubacdo foi realizada em estufa com atmosfera umidificada, contendo 5% de CO,, a 37°C.
Ap6s 24hs, em condigdes de esterilidade, foi coletada uma aliquota do sobrenadante para a
dosagem de TNF-a por ensaio bioldgico. A cultura foi mantida até 48hs quando foram
separados os macréfagos para o ensaio da atividade de arginase e o sobrenadante para a

dosagem da produgdo de 6xido nitrico.
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3.14 DOSAGEM DE PRODUCAO DE OXIDO NITRICO

As células peritoneais obtidas de camundongos infectados foram incubadas em
placas de 24 pogos, por 48hs, na concentracio de 1 x 10° células por mL na presenca de IFN-y
50 U/ml, (Sigma-Aldrich, Inc.) ou IL-4 40 U/ml. A produgdo de 6xido nitrico foi dosada

como nitrito no sobrenadante usando o reagente de Griess (GREEN et al., 1982).

3.15 ENSAIO DE ATIVIDADE DE ARGINASE

A atividade de arginase do lisado de macréfagos peritoneais foi medida como
previamente descrita por Corraliza (CORRALIZA et al., 1994), com algumas modificagdes.
Brevemente, os macréfagos peritoneais foram obtidos de camundongos em diferentes tempos
de infeccdo, como descrito anteriormente, e plaqueados, por 48 hs, em placas de 24 pocos na
concentragio de 1 x 10° células por mL. Apés a remogdo do sobrenadante, as células foram
incubadas com 100 pl de Triton X-100 por 30 min sob agitagdo. A arginase foi ativada com
100 pul de MnCl, 10 mM e Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) a 55°C por 10 min. A seguir a amostra
foi diluida 1:5 em outra placa de 24 pogos. Para reagdo da enzima, foram adicionados as
amostras 50 pul de L-arginina 0,5 mM (pH 9,7) e incubadas a 37°C por 60 min. A reacao foi
parada com 400 pl de uma mistura de dcido H»SO4:H3PO4:H,O (1:3:7). Subseqiientemente,
25 wl de uma solucdo de I-fenil-1,2-propanodiona-2-oxime 9% em etanol 100% foi
adicionada e a placa foi incubada a 95°C por 45 min para o desenvolvimento da cor. Depois
de 10 min de incubag@o no escuro, 200 pl de cada amostra foi transferida para uma placa de
96 pocos e a leitura foi feita a 540 nm. A curva padrio foi feita usando uma solucéo de uréia a

1 mg/ml diluida 1:2 sucessivamente.
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3.16 DOSAGEM DE TNF-a POR ENSAIO BIOLOGICO

A produgcdo de TNF-at no sobrenadante de cultura de macrdéfagos peritoneais foi
dosada por meio da técnica de ensaio bioldgico descrita por Lattime et al. (1988) modificada
de Mosmann (1983) utilizando células WEHI-164 sensiveis ao TNF-o. Essas células eram
mantidas em meio de cultura (meio para células WEHI): RPMI 1640 suplementado com 10%
de SBF (Nutricell), L-glutamina (Sigma Chemical Co.) a 2 mM, penicilina cristalina a 100
U/mL e estreptomicina a 100 pg/mL (GIBCO BLR Life Technologies), piruvato de sédio a
100 mM (GIBCO-Invitrogen Corporation, Grand Island, NY, EUA) e solu¢do de aminoacidos
ndo essenciais 10 mM (GIBCO-Invitrogen Corp.). Os repiques eram feitos a cada 2 a 3 dias a

uma concentragdo de 2,5 x 10* células/ml.

Ap6s 24 horas de incubagdo, foram recolhidas aliquotas do sobrenadante da cultura
dos macrofagos peritoneais em duplicata. Essas amostras ficaram conservadas a -70°C em
placas de 96 pogos. Para a realizacdo do ensaio, o sobrenadante coletado foi diluido na
proporcdo de 1:4 e 1:16 em meio de cultura para células WEHI. O padrdo de TNF-o
recombinante 250 pg/uUL também foi diluido em duplicata 1:4 em série no meio de cultura
para células WEHI numa placa de 96 pogos. Em alguns pocos, foram colocados 150 pL de
meio (branco-meio). Em seguida, adicionou-se em cada poco 50 pL. da suspensido contendo
células WEHI (1 x 10° células/mL) contendo 0,75 pg/mL de actinomicina D (Sigma-Aldrich)
(exceto nos pogos designados branco-meio). Em alguns pocos, foram colocados 100 puL de
meio e 50 UL de suspensdo de células (branco-células). As placas foram incubadas a 37°C em
estufa com atmosfera imida contendo 5% de CO, por 24 horas. Apds a incubagio,
adicionaram-se 20 pL de solucdo de MTT (brometo de 3-[4,5]-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio, Sigma-Aldrich) 2,5 mg/mL em PBS. As placas foram novamente incubadas
nas condi¢des descritas acima por 4 horas. Em seguida, foram adicionados 100 pL. de SDS
10% em HCI 0,01 M por poco, seguiu-se uma nova etapa de incubagdo por 16 horas. A leitura
foi feita em espectrofotometro para leitura de microplacas (Spectra Max 190-Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, EUA) a 595 nm. Os pogos designados como branco-meio
forneceram a leitura mais baixa e os pogos designados como branco-células, a leitura mais
alta. A curva gerada pelas dilui¢des do padrio foi plotada utilizando a regressdo log-logit. O

limite de deteccdo do método é 6 x 10” pg/uL de TNF-o.
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3.17 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Amostras da lesdo por L. major e do linfonodo popliteo dos animais infectados foram
removidas, fixadas em formaldeido 4% tamponado em PBS pH 7,2, desidratadas em
concentragdes crescentes de xilol, embebidas e incluidas em parafina. Foram obtidos cortes de

3 a 5 wm de espessura. Foi realizada a coloragdo por hematoxilina e eosina.

3.18 DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

As imagens obtidas ao microscépio Olympus BX51 (Olympus UK, Hertfordshire,
Reino Unido) foram transferidas por meio de video camera colorida Cool SNAP-Procf Color
(Media Cybernetics, Bethesda, MD, EUA) para um sistema de video acoplado ao computador
através do programa Image-Pro Express versdo 4,0 para Windows (Media Cybernetics,
Bethesda, MD, EUA). A imagens gravadas foram selecionadas e transferidas para o programa
Power Point (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EUA), onde as pranchas foram

montadas.

3.19 ANALISE ESTATISTICA

Diferencas entre os resultados dos pardmetros analisados para cada grupo
experimental foram determinadas por meio do test r de Student, duas caudas, para amostras

independentes. O limite critico de significancia foi estabelecido em p < 0,05.
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4 RESULTADOS:

4.1 EFEITOS DA ATORVASTATINA SOBRE O CURSO DE INFECCAO E
PARASITISMO TECIDUAL DOS CAMUNDONGOS INFECTADOS COM

Leishmania. major

Como j4 foi claramente demonstrado em muitos trabalhos, as estatinas comprometem
a funcdo de vidrios componentes do sistema imunolégico (ARNAUD;
BRAUNERSREUTHER; MACH, 2005; DIOMEDE et al., 2001; GREENWOOD;
STEINMAN; ZAMVIL, 2006; VAUGHAN; MURPHY; BUCKLEY, 1996). Decidimos,
entdo, avaliar o efeito do tratamento didrio a longo prazo com atorvastatina sobre a evolugéo
da les@o por L. major em camundongos C57BL/6 infectados na pata. O GRAF. 1 ilustra o
curso de infec¢do dos animais tratados segundo os dois primeiros protocolos descritos na
secdo Material e Métodos. Observamos que a introducio do tratamento antes da inoculacio
com L. major ndo interferiu de maneira significativa no curso de infec¢do sendo verificado
(GRAF. 1A). Apés o estabelecimento da infec¢do e montagem da resposta imune efetora
contra o parasito, o tratamento com atorvastatina provocou um pequeno aumento da lesao
observado entre a terceira e quinta semanas de infeccdo e, em seguida, o perfil da lesdo
continuou semelhante ao observado no grupo controle (GRAF. 1B). A partir da oitava semana
de infecgdo, as patas em todos os grupos apresentaram caracteristicas de evolugdo para
resolucdo da lesdo.

Ap6s a avaliagdo do efeito do tratamento com a atorvastatina no curso de infecg¢do,
verificamos se esse tratamento poderia interferir no controle do crescimento parasitirio na
pata. Para isso, os animais foram sacrificados na décima semana de infeccao e o tecido da
lesdo foi removido para a quantificagdo de parasitos por dilui¢do limitante. Esse experimento
revelou que a atorvastatina compromete o controle parasitirio no camundongo C57BL/6.

Os animais tratados com a estatina seguindo os dois esquemas de tratamento
apresentaram quantidade de parasitos cerca de 100 vezes maior que os animais do grupo
controle (GRAF. 2).

Ap6s a andlise desses resultados a luz de dados da literatura que afirmam existir uma

correlagdo entre o ciclo circadiano e a atividade da enzima [-hidroxi-B-metil-glutaril
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coenzima A redutase (DUPONT et al., 1988; EDWARDS; MUROYA; GOULD, 1972;
JONES; SCHOELLER, 1990), questionamos se o hordrio de administragdo da atorvastatina
poderia interferir em seu efeito sobre a infec¢do por L. major. Para responder a essa
indagacdo, escolhemos o protocolo em que o tratamento com a atorvastatina iniciou 14 dias
apo6s a infeccdo, pois esse esquema provocou uma alteragdo mais significativa no curso de
infeccdo (GRAF. 1B), e estabelecemos o hordrio de tratamento dos animais por volta de 7
horas da noite.

Um achado bastante interessante foi que o tratamento com a atorvastatina com
controle de hordrio provocou aumento no tamanho da lesdo na pata ao longo do curso de
infeccdo (GRAF. 3). A partir da quarta semana de infeccdo, os animais tratados com
atorvastatina apresentaram lesdes maiores que os animais do grupo controle e essa diferenca
persistiu até a décima semana. No grupo tratado, o tamanho da lesdo decaiu a partir da sétima
semana de infec¢do. Como esperado, o grupo controle apresentou caracteristicas de evolucio
para cura espontanea da lesdo. Os animais tratados com controle de horario foram sacrificados
com 4, 8 e 10 semanas de infeccdo para uma avaliacio cinética dos parametros que seriam
analisados em seguida.

Nestes trés pontos do curso de infec¢@o, também foi feita a quantificagio de parasitos
por dilui¢do limitante. Observamos que na quarta e oitava semanas de infec¢do os animais
tratados com atorvastatina apresentavam titulos de parasitos maiores que os titulos dos
animais do grupo controle (GRAF. 4). Entretanto, na décima semana os dois grupos
apresentavam parasitismo semelhante, apesar da diferenca no tamanho da lesdo entre os dois

grupos ainda persistir neste periodo (GRAF. 3).

4.2 CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DA LESAO NA PATA POS-
TRATAMENTO COM ATORVASTATINA OU PBS

Com o objetivo de demonstrar as caracteristicas microscopicas da lesdo e do infiltrado
inflamatério nesse tecido foi feita a andlise histopatoldgica dessas amostras. Tal andlise
revelou achados concordantes com dados da quantificacido de parasitos. Na quarta semana de
infeccdo, o aspecto da lesdo e do infiltrado inflamatério, no aumento de 4 vezes, era
semelhante para os dois grupos de animais (FIG. 1A e B), mas no aumento maior (40 vezes),

foi possivel observar um infiltrado contendo grande nimero de linfécitos e outras células
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mononucleares, especialmente macrofagos densamente parasitados (FIG. 1C). No grupo
controle, nesse mesmo periodo, foi detectada a presenca mais acentuada de eosindfilos e o
infiltrado continha grande nimero de linfécitos e outras células mononucleares. O parasitismo
ndo foi tdo acentuado quanto o do grupo tratado com atorvastatina (FIG. 1D). Na oitava
semana de infeccdo, no menor aumento, o aspecto da lesdo foi semelhante entre os grupos
(FIG. 2A e B), ja no aumento de 40 vezes, o achado mais interessante foi, ainda, o parasitismo
bastante acentuado no grupo tratado com atorvastatina além do aspecto granulomatoso da
lesdo contendo macréfagos multinucleares (FIG. 2D). No grupo controle, o infiltrado ja ndo
apresentou tantos eosindfilos, o parasitismo foi visivelmente menos intenso e foram
observadas também caracteristicas de regeneracdo tecidual (FIG. 2C). Com 10 semanas de
infeccdo, verificou-se a regeneracdo tecidual nos dois grupos e o infiltrado inflamatério

também regrediu (FIG. 3). Raros parasitos foram detectados ao maior aumento (FIG. 3C e D).

4.3 EFEITO IMUNOMODULADOR DA ATORVASTATINA NOS ANIMAIS
INFECTADOS COM Leishmania major.

A partir desses dados, nos propusemos a elucidar os mecanismos pelos quais a
atorvastatina estaria prejudicando o controle da lesdo e do parasitismo. Nos concentramos no
estudo do provavel efeito imunomodulador da estatina sobre a resposta imunolégica do
camundongo C57BL/6 a infec¢do por Leishmania major que estaria comprometendo a
eficacia dos mecanismos de protecdo caracteristicos desse hospedeiro.

A resposta imune no camundongo C57BL/6 & infec¢do por L. major € do tipo Thl. Tal
resposta €, entre outras caracteristicas, marcada pela produgdo de niveis elevados de citocinas
pré-inflamatérias como IFN-y e TNF-ou que atuam, sinergicamente, na ativacdo de
mecanismos leishmanicidas dos macréfagos (GREEN et al., 1990a). Portanto, o estudo da
resposta imune no camundongo infectado com L. major e tratado com atorvastatina foi
iniciado pela avaliagdo da producdo dessas citocinas em culturas de células do linfonodo que
drenava a lesdo (linfonodo popliteo). Algumas dessas culturas receberam estimulo com
antigeno particulado de L. major.

A producdo das citocinas foi medida por ELISA no sobrenadante de cultura.
Detectamos a producdo um pouco mais acentuada de IFN-y e TNF-o nas culturas
estimuladas com antigeno de L. major dos animais tratados com atorvastatina (GRAF. 5).
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Nesse grupo, um resultado extremamente interessante foi a permanéncia da producio elevada
dessas citocinas nas fases mais tardias da infecgc@o, especialmente na décima semana.
Também neste periodo, nas culturas sem estimulo, a producio dessas citocinas foi maior no
grupo tratado (GRAF. 5).

A presenca de citocinas caracteristicas da resposta tipo 2 pode comprometer a eficicia
de uma resposta imune potencialmente protetora contra a Leishmania major. Por isso,
avaliamos se a atorvastatina alteraria a producdo de IL-4, TGF- e IL-10. Em um dos
experimentos, a producdo de IL-4 foi detectdvel com 4 e 8 semanas nas culturas estimuladas
com antigeno de L. major, sem haver diferenca entre os grupos (dados ndo mostrados). Esse
resultado ndo se repetiu e, nos demais experimentos, essa citocina foi indetectivel. Em
relagdo a produgdo de TGF-B, foi observado, na oitava semana de infec¢do, um aumento no
nivel dessa citocina na cultura de células ndo estimuladas dos animais tratados e, na décima
semana, na cultura de células estimuladas com o antigeno de L. major (GRAF. 6). A producio
de IL-10 foi bastante expressiva no grupo tratado com atorvastatina especialmente na oitava e
décima semanas de infecc@o tanto nas culturas estimuladas, quanto nas culturas que ndo
receberam estimulo com antigeno de Leishmania. Na quarta semana, ndo houve um padrio
para a produgdo de IL-10 no grupo tratado, essa produgdo € maior que a do grupo controle na
cultura sem estimulo, mas é menor na cultura estimulada (GRAF. 6).

Ap6s o delineamento do perfil das citocinas, avaliamos a produg@o das quimiocinas
CCL5/RANTES e CCL2/MCP-1. Observamos que a producdo de RANTES também
aumentou com o tratamento com a atorvastatina na oitava e décima semanas de infecc¢io nas
culturas estimuladas e, na décima semana, a producdo dessa quimiocina pelo grupo tratado
também foi elevada na cultura sem estimulo (GRAF. 7). Entre todas as proteinas analisadas
nas culturas de linfonodos, apenas MCP-1 teve sua producdo reduzida de maneira
significativa pelo tratamento com a estatina na oitava e décima semanas de infec¢do (GRAF.
7).

Todos esses resultados descortinaram parte do quadro da resposta imune no modelo
experimental escolhido. Para obtermos uma visdo mais clara desse quadro, dosamos também
a producdo de citocinas no sitio de infec¢do para demonstrar o0 microambiente imunoldgico
mais proximo aos parasitos.

Em relagdo as citocinas pro-inflamatérias, um resultado bastante relevante foi a
detec¢do de menor produgdo de IFN-y, com 10 semanas de infeccdo, na pata dos animais

tratados com atorvastatina e nenhuma diferenca na produg@o dessa citocina nos demais
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tempos avaliados (GRAF. 8). A producdo de TNF-0, com 4 e 8 semanas de infec¢do, foi
maior nos animais tratados e, na décima semana, os niveis dessa citocina se tornam
semelhantes entre os grupos, quando também ndo hd diferenga em relacdo ao parasitismo
(GRAF. 8).

Quanto ao grupo de citocinas anti-inflamatérias avaliadas, houve um decréscimo na
producdo de IL-4 na les@o ao longo do curso de infec¢do, mas ndo houve diferenga entre os
grupos (GRAF. 9). Na oitava semana de infeccdo, houve uma diferenca expressiva na
producdo de TGF- no grupo tratado (maior produg@o) em relagao ao grupo controle (GRAF.
10). Nao houve diferenca na produgdo de IL-10 nos dois primeiros tempos avaliados e na
décima semana o grupo tratado produziu menor quantidade dessa citocina (GRAF. 10).

No sitio de infeccdo, ndo observamos diferenca em relagdo a producdo das
quimiocinas RANTES e MCP-1 entre os grupos estudados (Dados ndo mostrados).

Nas culturas de células de linfonodo e no tecido da pata dos animais ndo infectados,
ndo detectamos diferencas entre os grupos PBS e atorvastatina nos niveis das citocinas e
quimiocinas analisadas (Dados ndo mostrados).

Avaliamos a expressdo de diversos marcadores para a caracterizacdo das populagdes
celulares predominante no linfonodo nos animais tratados com atorvastatina. Nao foram
obtidos resultados reprodutiveis quanto ao percentual de células CD4"CD25 (linfécitos T
auxiliares), CD8" (linfécitos T citotéxicos) e a expressdo dos marcadores F4/80 (macréfagos),
CD86 (molécula co-estimuladora presente em células apresentadoras de antigenos) e CD11c
(presente em células NK, células dendriticas e mondcitos) e Foxp3 (células T regulatorias).
Entretanto, um resultado extremamente interessante foi a deteccdo de um maior percentual de
células T regulatérias CD4*CD25"E" entre as células CD4*CD25" no linfonodo nos animais
tratados e sacrificados na oitava semana de infeccao, periodo em que o parasitismo na pata é
maior (GRAF. 11A). Esse resultado também foi demonstrado pela andlise da intensidade
média de fluorescéncia obtida para o anticorpo anti-CD25 dentro da populagio CD4"CD25"
(GRAF. 11B). Esse dado confirma que as células CD4"CD25" dos animais tratados com
atorvastatina expressavam maior quantidade de CD25 e eram, portanto, células T regulatérias.

Além da avaliagdo da produgéo de citocinas, utilizamos outro pardmetro para ilustrar o
perfil da resposta imunolégica pela dosagem do nivel de anticorpos séricos anti-Leishmania
major dos subtipos: IgG1, predominantes na resposta Th2, e anticorpos IgG2a, predominantes
na resposta Th1 (MORRIS et al., 1993; SNAPPER; PAUL, 1987), nos animais tratados com
atorvastatina ou PBS. Nao houve diferenca entre os grupos quanto a produgdo desses
anticorpos (GRAF. 12). Entre a quarta e oitava semanas, hd um crescimento no nivel dos dois
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anticorpos nos dois grupos. Até a décima semana, a producio de IgG1 é constante e de IgG2a

continua crescente em ambos 0s grupos.

4.4 EFEITO DO TRATAMENTO COM ATORVASTATINA SOBRE A ATIVIDADE
DAS ENZIMAS ARGINASE I E iNOS EM MACROFAGOS PERITONEAIS DE
ANIMAIS INFECTADOS COM Leishmania major.

Aprofundamos nosso estudo no sentido de revelar outros mecanismos através dos
quais a atorvastatina estaria favorecendo o escape da resposta protetora e a proliferacdo do
microorganismo no sitio de infec¢do pela dosagem da atividade de arginase I e NOS II
(AINOS). As duas enzimas, arginase I e iNOS, competem pelo mesmo substrato, arginina, e
geram, respectivamente, os seguintes produtos: ornitina, favoravel ao parasito, e 6xido nitrico,
letal ao parasito (GREEN et al., 1990c; INIESTA et al., 2002a; ROBERTS et al., 2004a).
Avaliamos a atividade da arginase em culturas de macréfagos peritoneais obtidos dos
camundongos infectados com L. major e tratados ou ndo com atorvastatina. Um resultado
surpreendente foi a elevada atividade de arginase na quarta e na oitava semanas de infeccéo
nos animais tratados com atorvastatina quando comparados ao grupo controle (GRAF. 13).
Esse aumento de atividade foi observado tanto em culturas de macréfagos ndo estimuladas
(GRAF. 13A) quando em culturas que receberam estimulo com IL-4 (GRAF. 13B), citocina
abundante na resposta Th2 ou com IFN-y (GRAF. 13C), abundante na resposta Thl. A
presenga do IFN-y na cultura diminuiu um pouco a atividade da enzima, mas ndo foi
suficiente para eliminar a diferenca entre os grupos. Na décima semana, os niveis da atividade
de arginase tendem a se equalizar e ha uma inversdo entre os grupos especialmente quando a
cultura foi estimulada com IFN-y. A atividade da enzima 6xido nitrico sintase foi medida
indiretamente pela producdo de nitrito no sobrenadante da cultura de macrofagos. Assim,
quanto maior a producdo de nitrito, maior a atividade da 6xido nitrico sintase. Observamos
que a atividade dessa enzima diminuiu ao longo do curso de infeccio de maneira mais
marcante no grupo tratado com a atorvastatina que apresentou uma diferenca mais expressiva
em relacdo ao grupo controle na quarta semana de infeccdo, produzindo maiores niveis de
nitrito (GRAF. 14). Na oitava semana, nas culturas sem estimulo (GRAF. 14A) e estimuladas

com IL-4 (GRAF. 14B), a produgdo de nitrito pelos dois grupos foi bastante semelhante,
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entretanto, no grupo tratado com atorvastatina a atividade da 6xido nitrico sintase ainda era
um pouco maior até se igualar a do grupo controle na décima semana. O estimulo com
IFN—y provocou um considerdvel aumento na atividade de 6xido nitrico sintase nas culturas
de macréfagos do grupo tratado com atorvastatina com 4 e 8 semanas de infeccdo (GRAF.

14C). Na décima semana, ainda persistia uma pequena diferenca entre os grupos.

4.5 TRATAMENTO IN-VIVO COM ATORVASTATINA ALTERA A PRODUCAO
DE TNF-« EM CULTURA DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE
CAMUNDONGOS C57BL/6 INFECTADOS COM Leishmania major

Finalmente, analisamos também a producido de TNF-o no sobrenadante de cultura dos
macrdfagos peritoneais e observamos pequenas oscilagdes nos niveis dessa citocina ao longo
do curso de infeccdo (GRAF. 15). Foi observada uma diminui¢do mais marcante na producgio
de TNF-a pelos macrdéfagos dos animais infectados dos dois grupos experimentais na oitava
semana de infec¢@o nas culturas ndo estimuladas (GRAF. 15A) e nas culturas com adicdo de
IL-4 (GRAF. 15B). Entretanto, nas culturas estimuladas com IFN-y a producdo de TNF-o
teve um aumento mais importante na oitava semana no grupo que recebeu PBS (GRAF. 15C).
Esse tempo coincidiu com o periodo em que foi detectado parasitismo mais acentuado no
grupo tratado com atorvastatina. Nas culturas de macréfagos dos animais ndo infectados nao
foi detectada diferenga na producdo de TNF-au entre os grupos estudados (Dados ndo

mostrados).
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GRAFICO 1- Efeito do tratamento didrio com atorvastatina no curso de infeccdo por L. major em

camundongos C57BL/6 infectados na pata.

Os camundongos foram infectados com 1x10° L. major na forma estaciondria metaciclica na pata
traseira e tratados diariamente com 10 mg/kg de atorvastatina por via oral. PBS foi utilizado
como controle. (A) O tratamento iniciou dois dias antes da infec¢éo. (B) O tratamento iniciou 14
dias depois da infeccdo. A medida das patas foi aferida semanalmente com paquimetro. O
tamanho da lesdo foi obtido subtraindo-se a medida da pata infectada pela média da medida de
patas de animais ndo infectados. Cada ponto representa a média de 4 a 8 animais + erro padrao.
As setas indicam o inicio do tratamento. O asterisco indica p< 0,05. Experimento repetido com
resultados similares.
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GRAFICO 2 - Quantificacdo de parasitos na lesdo por L. major em camundongos C57BL/6 tratados

diariamente com atorvastatina ou PBS.

Os camundongos foram infectados com 1x10° L. major na forma estaciondria metaciclica na
pata traseira e tratados diariamente com 10 mg/kg de atorvastatina por via oral. PBS foi
utilizado como controle. O tratamento iniciou 2 dias antes ou 14 dias depois da infec¢do. Os
animais foram sacrificados com 10 semanas de infec¢do. As patas foram removidas para a
determinacdo da carga parasitiria. A quantificacio de parasitos foi determinada
individualmente e as médias das dilui¢des maximas de cada grupo foram expressas pelo
logaritmo negativo do titulo (tltima diluicdo positiva). Barras representam a média + desvio
padrdo de 4 animais por grupo. * p< 0,05. Experimento repetido com resultados similares.
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GRAFICO 3 - Efeito do tratamento diario 4 7hs da noite com atorvastatina no curso de infeccdo por L.
major em camundongos C57BL/6 infectados na pata.
Os camundongos foram infectados com 1x10° L. major na forma estaciondria metaciclica na pata
traseira e tratados diariamente as 7 hs da noite com 10 mg/kg de atorvastatina por via oral. PBS
foi utilizado como controle. O tratamento iniciou 14 dias depois da infec¢do. A medida das patas
foi aferida semanalmente com paquimetro. O tamanho da lesdo foi obtido subtraindo-se a
medida da pata infectada pela média da medida de patas de animais nao infectados. Cada ponto
representa a média de 4 a 8 animais + erro padrdo. As setas indicam o inicio do tratamento. * p<
0,05. Experimento repetido com resultados similares.
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GRAFICO 4: Quantificacdo de parasitos na lesao por L. major em camundongos C57BL/6 tratados
diariamente a noite com atorvastatina ou PBS.
Os camundongos foram infectados com 1x10° L. major na forma estaciondria metaciclica na pata
traseira e tratados diariamente a noite com 10 mg/kg de atorvastatina por via oral. PBS foi
utilizado como controle. O tratamento iniciou 14 dias depois da infeccdo. Os animais foram
sacrificados com 4, 8 e 10 semanas de infec¢do. As patas foram removidas para a determinacio
da carga parasitdria. A quantificagdo de parasitos foi determinada individualmente e as médias
das diluicdes méaximas de cada grupo foram expressas pelo logaritmo negativo do titulo (dltima
diluicdo positiva). Barras representam a média + desvio padrdo de 4 animais por grupo. As
barras pretas representam os resultados dos camundongos tratados com PBS. As barras brancas
representam os resultados dos camundongos tratados com atorvastatina* p< 0,05. Experiento
repetido com resultados similares.
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FIGURA 1 - Analise histopatolégica da lesdo por L. major apés 4 semanas de infeccio de animais tratados
diariamente & noite com atorvastatina ou PBS.
Os camundongos foram infectados L. major na pata traseira e tratados diariamente a noite com 10
mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. O tratamento iniciou 14 dias depois da infec¢do. Os
animais foram sacrificados com 4 semanas de infec¢do. As patas foram removidas para a anélise
histopatolégica ap6s inclusdo em parafina e coloragdo por Hematoxilina e Eosina. (A e C) Lesdo
em camundongos tratados com PBS. (B e D) Lesdo em camundongos tratados com atorvastatina.
(A e B) Aumento de 4 vezes. (C e D) Aumento de 40 vezes.
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FIGURA 2 - Analise histopatolégica da lesdo por L. major apés 8 semanas de infeccio de animais tratados
diariamente a noite com atorvastatina ou PBS.
Os camundongos foram infectados L. major na pata traseira e tratados diariamente a noite com 10
mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. O tratamento iniciou 14 dias depois da infec¢do. Os
animais foram sacrificados com 8 semanas de infec¢ao. As patas foram removidas para a anélise
histopatolégica ap6s inclusdo em parafina e coloragdo por Hematoxilina e Eosina. (A e C) Lesdo
em camundongos tratados com PBS. (B e D) Lesdo em camundongos tratados com atorvastatina.
(A e B) Aumento de 4 vezes. (C e D) Aumento de 40 vezes.
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FIGURA 3 - Analise histopatologica da lesdo por L. major apés 10 semanas de infeccio de animais
tratados diariamente a noite com atorvastatina ou PBS.
Os camundongos foram infectados L. major na pata traseira e tratados diariamente a noite com
10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. O tratamento iniciou 14 dias depois da infec¢ao.
Os animais foram sacrificados com 10 semanas de infeccdo. As patas foram removidas para a
andlise histopatoldgica apds inclusdo em parafina e coloracdo por Hematoxilina e Eosina. (A e
C) Lesdo em camundongos tratados com PBS. ( B e D) Lesdo em camundongos tratados com
atorvastatina. (A e B) Aumento de 4 vezes. (C e D) Aumento de 40 vezes.
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GRAFICO 5 - Efeito do tratamento didrio 2 noite com atorvastatina na producéo de citocinas pro-
inflamatérias (IFN-y e TNF-a)no linfonodo popliteo em camundongos C57BL/6
infectados na pata com L. major.

Os camundongos foram infectados com 1x10° L. major na forma estaciondria metaciclica na
pata traseira e tratados diariamente a noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral.
O tratamento iniciou 14 dias depois da infec¢do. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10
semanas de infeccdo e foi realizada a cultura do linfonodo popliteo. A produgdo das citocinas
foi dosada por ELISA no sobrenadante de cultura com 72 horas de incubagdo. Cada ponto
representa a média + desvio padrdo de 4 animais.* p< 0,05. Experimento repetido com
resultados similares.
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GRAFICO 6 - Efeito do tratamento didrio 2 noite com atorvastatina na producio de citocinas anti-

inflamatérias (TGF-B e IL-10) no linfonodo popliteo em camundongos C57BL/6
infectados na pata com L. major.
Os camundongos foram infectados com 1x10° L. major na forma estaciondria metaciclica na
pata traseira e tratados diariamente & noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral.
O tratamento iniciou 14 dias depois da infeccdo. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10
semanas de infeccdo e foi realizada a cultura do linfonodo popliteo. A produgdo das citocinas
foi dosada por ELISA no sobrenadante de cultura com 72 horas de incubacdo. Cada ponto
representa a média *+ desvio padrdo de 4 animais.* p< 0,05. Experimento repetido com
resultados similares.
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GRAFICO 7 - Efeito do tratamento didrio 2 noite com atorvastatina na producdo de quimiocinas

(RANTES e MCP-1) no linfonodo popliteo em camundongos C57BL/6 infectados na pata
com L. major.
Os camundongos foram infectados com 1x10° L. major na forma estaciondria metaciclica na
pata traseira e tratados diariamente & noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral.
O tratamento iniciou 14 dias depois da infeccdo. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10
semanas de infec¢do e foi realizada a cultura do linfonodo popliteo. A produgdo das
quimiocinas foi dosada por ELISA no sobrenadante de cultura com 72 horas de incubagdo.
Cada ponto representa a média + desvio padrdo de 4 animais.* p< 0,05. Experimento repetido
com resultados similares.
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GRAFICO 8 - Efeito do tratamento didrio 2 noite com atorvastatina na expressao de citocinas proé-
inflamatérias (IFN-y e TNF-o) na lesdo de camundongos C57BL/6 infectados na pata com
L. major.
Os camundongos foram infectados com 1x10° L. major na forma estaciondria metaciclica na
pata traseira e tratados diariamente a noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral.
O tratamento iniciou 14 dias depois da infeccdo. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10
semanas de infec¢do e o coxim plantar foi removido para extracdo de proteinas. A expressio
das citocinas foi dosada por ELISA no extrato de protefnas. Cada ponto representa a média +
desvio padrdo de 4 animais.* p< 0,05. Experimento repetido com resultados similares.
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GRAFICO 9 - Efeito do tratamento didrio 4 noite com atorvastatina na expressao de IL-4 na lesao de
camundongos C57BL/6 infectados na pata com L. major.
Os camundongos foram infectados com 1x10° L. major na forma estaciondria metaciclica na pata
traseira e tratados diariamente a noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. O
tratamento iniciou 14 dias depois da infec¢@o. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10
semanas de infeccdo e o coxim plantar foi removido para extragcdo de proteinas. A expressdo da
citocina foi dosada por ELISA no extrato de proteinas. Cada ponto representa a média + SE de 4
animais.* p< 0,05. Experimento repetido com resultados similares.
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GRAFICO 10 - Efeito do tratamento didrio a noite com atorvastatina na expressao de citocinas anti-

inflamatérias (TGF-p e IL-10) na lesdo de camundongos C57BL/6 infectados na pata com
L. major.

Os camundongos foram infectados com 1x10° L. major na forma estaciondria metaciclica na
pata traseira e tratados diariamente & noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral.
O tratamento iniciou 14 dias depois da infeccdo. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10
semanas de infec¢do e o coxim plantar foi removido para extracdo de proteinas. A expressiao
das citocinas foi dosada por ELISA no extrato de protefnas. Cada ponto representa a média +
desvio padrdo de 4 animais.* p< 0,05. Experimento repetido com resultados similares.
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GRAFICO 11 - Efeito do tratamento diirio a noite com atorvastatina na populacido de células T

regulatérias CD4"CD25" no linfonodos de camundongos C57BL/6 infectados na pata
com L. major.
Os camundongos foram infectados com 1x10° L. major na forma estaciondria metaciclica na
pata traseira e tratados diariamente a noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via
oral. O tratamento iniciou 14 dias depois da infec¢do. Os animais foram sacrificados com 8§
semanas de infeccdo linfonodo foi removido para andlise das células por citometria de
fluxo.(A) Percentual de células CD4*CD25" ¢ CD4'CD25"" na populagio de células
CD4'CD25". (B) Intensidade média de fluorescéncia (IFM) de CD25 na populagio de células
CD4*CD25" do linfonodo. As barras representam a média + desvio padrdo de 4 animais.® p<
0,05. Experimento repetido com resultados similares.
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Cinética da producdo de anticorpos IgGl e IgG2a anti-Leishmania major em
camundongos CS57BL/6 infectados na pata com L. major. Os camundongos foram
infectados com 1x10° L. major na forma estaciondria metaciclica na pata traseira e tratados
diariamente a noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. O tratamento iniciou
14 dias depois da infec¢@o. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10 semanas de infec¢do
e foi coletado soro desses animais para dosagem de anticorpos antileishmania por ELISA.
(A) Nivel de IgG1 anti L. major. (B) Nivel de IgG1 anti L. major. Os circulos fechados
representam os resultados dos animais que receberam PBS. Os circulos abertos representam
os resultados dos animais tratados com atorvastatina. Cada ponto representa a média + desvio
padrio de 3 experimentos diferentes com 4 animais por grupo.
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GRAFICO 13 - Cinética da atividade de arginase em cultura de macréfagos peritoneais de camundongos

C57BL/6 infectados na pata com L. major.

Os camundongos foram infectados com 1x10° L. major na forma estaciondria metaciclica na
pata traseira e tratados diariamente a noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral.
O tratamento iniciou 14 dias depois da infeccdo. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10
semanas de infec¢do e foi realizada cultura de macréfagos peritoneais. A atividade de arginase
foi dosada indiretamente pela producdo de uréia por ensaio colorimétrico. (A) Cultura de
macréfagos nao estimulados. (B) Cultura de macréfagos estimulados com IL-4. (C) Cultura de
macréfagos estimulados com IFN-y. Os circulos fechados representam os resultados dos
animais que receberam PBS. Os circulos abertos representam os resultados dos animais
tratados com atorvastatina. Cada ponto representa a média + desvio padrdo de 4 animais.

* p < 0,05. Experimento repetido com resultados similares.

51



IL-4 IFN-y

A B C
120 120 120 .
100 | 100 100 |
% g0 ¥ 80 e 80 -
N
g 60 60 60 - e
E 40 40 40 -
*
T * 20 * 20 -
0 0 0
4 8§ 10 4 8§ 10 4 8§ 10

Semanas de infec¢ao

GRAFICO 14 - Cinética da producio de nitrito no sobrenadante de cultura de macréfagos peritoneais de
camundongos C57BL/6 infectados na pata com L. major.
Os camundongos foram infectados com 1x10° L. major na forma estaciondria metaciclica na
pata traseira e tratados diariamente a noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral.
O tratamento iniciou 14 dias depois da infeccdo. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10
semanas de infeccdo e foi realizada cultura de macréfagos peritoneais. A produgdo de nitrito
foi dosada pela reagcdo Griess. (A) Cultura de macréfagos ndo estimulados. (B) Cultura de
macréfagos estimulados com IL-4. (C) Cultura de macréfagos estimulados com IFN-y. Os
circulos fechados representam os resultados dos animais que receberam PBS. Os circulos
abertos representam os resultados dos animais tratados com atorvastatina. Cada ponto
representa a média + desvio padrdo de 4 animais.* p< 0,05. Experimento repetido com
resultados similares.
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GRAFICO 15 - Cinética da producio de TNF-qa. no sobrenadante de cultura de macréfagos peritoneais de

camundongos C57BL/6 infectados na pata com L. major.

Os camundongos foram infectados com 1x10° L. major na forma estaciondria metaciclica na
pata traseira e tratados diariamente a noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral.
O tratamento iniciou 14 dias depois da infeccdo. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10
semanas de infec¢do e foi realizada cultura de macréfagos peritoneais. A produgdo TNF-o foi
dosada por ensaio bioldgico. (A) Cultura de macréfagos ndo estimulados. (B) Cultura de
macréfagos estimulados com IL-4. (C) Cultura de macréfagos estimulados com IFN-y. Os
circulos fechados representam os resultados dos animais que receberam PBS. Os circulos
abertos representam os resultados dos animais tratados com atorvastatina. Cada ponto
representa a média + desvio padrdo de 4 animais.* p< 0,05. Experimento repetido com

resultados similares.
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5 DISCUSSAO:

Em nosso trabalho, avaliamos a a¢do da atorvastatina sobre aspectos imunopatoldgicos
da infeccdo por L. major, logo foi necessdrio considerarmos, inicialmente, varidveis
farmacocinéticas que poderiam interferir nos resultados. A atividade da HMG-Co A redutase,
enzima-alvo das estatinas, é maior durante a noite em humanos (JONES; SCHOELLER,
1990). Em espécies noturnas como ratos, o pico da atividade dessa enzima ocorre a meia-
noite (EDWARDS; MUROYA; GOULD, 1972). Um estudo em camundongos demonstrou
que esses animais apresentaram os mesmos perfis de atividade da HMG-CoA redutase
hepética observados em ratos considerando os seguintes parametros: ciclo de claro e escuro,
padrdo de alimentagdo e diferenca sexual (DUPONT et al., 1988).

Recentemente, tentou-se correlacionar a intensidade do efeito redutor de colesterol das
estatinas com o hordrio de administragdo do medicamento (pela manhd ou ao anoitecer) a
partir de uma revis@o das pesquisas clinicas nas ultimas trés décadas envolvendo diversos
inibidores da HMG-CoA redutase. Os autores concluiram que existem dados suficientes para
assegurar a maior probabilidade de obtencdo de menores niveis de LDL plasméaticos com a
administracdo de sinvastatina ao anoitecer. Contudo, os dados existentes até hoje sdo
insuficientes para chegar-se & mesma conclus@o em relagdo a lovastatina, pravastatina,
rosuvastatina, fluvastatina e atorvastatina (PLAKOGIANNIS; COHEN, 2007). O
acompanhamento da evolugdo da lesdo dos animais submetidos aos diferentes esquemas de
tratamento utilizados em nosso trabalho demonstrou que o efeito da atorvastatina é modulado
pelo ciclo circadiano do organismo do camundongo. A administragdo do farmaco diariamente
no mesmo horario provocou uma alteragdo importante no tamanho da lesdo ao longo do curso
de infeccdo (GRAF. 3). Além do horério de administracdo, a dose do fairmaco é uma varidvel
extremamente relevante para a andlise dos resultados e comparacdo com dados obtidos em
outros trabalhos. Em humanos, a dose didria maxima recomendada de atorvastatina ¢ 80 mg
para o tratamento de hipercolesterolemia (BERNINI; POLI; PAOLETTI, 2001) que, em um
individuo de 70 kg, corresponde a 1,1 mg/kg. Em roedores, estudos farmacocinéticos indicam
que maiores doses de atorvastatina s@o necessarias para alcancar concentragdes efetivas
similares (CILLA, Jr. et al., 1996; DOSTAL; WHITFIELD; ANDERSON, 1996). Portanto,
utilizamos a dose de 10 mg/kg, aplicada em diversos trabalhos com modelos murinos.

As propriedades imunossupressoras da atorvastatina sobre doengas autoimunes como

artrite reumatdide (MCCAREY er al, 2004), encefalomielite autoimune experimental
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(modelo experimental de esclerose multipla) (AKTAS et al., 2003; YOUSSEEF et al., 2002) e
diabetes mellitus tipo I (BRUMEANU; GOLDSTEIN; CASARES, 2006) tém sido
amplamente estudadas em humanos e animais com o propdsito de comprovar seu potencial
terapéutico sobre tais doencas. Sua acdo antiinflamatéria € principal foco de investigacdo dos
trabalhos que propdem o uso profildtico da atorvastatina para doenga cardiovascular (ASCER
et al., 2004; CHENG et al., 2005; RIDKER et al., 2001; VAUGHAN; GOTTO, IJr.;
BASSON, 2000). Contudo, o risco potencial associado a essas acdes sobre o sistema imune e
a possivel interven¢do nos mecanismos imunoldgicos naturais de controle de infecgdes
parasitarias ndo tem sido investigado a fundo.

Algumas publicac¢des destacam a a¢do imunomoduladora da atorvastatina no tocante a
intervengdo no perfil da resposta imune (COWARD; CHOW, 2006; WAICZIES et al., 2005;
YOUSSEEF et al., 2002). Com base nesses dados, nossa proposta principal foi estudar o efeito
do tratamento prolongado com atorvastatina num modelo experimental murino (camundongo
C57BL/6) infectado com o protozoario Leishmania major. Esse camundongo desenvolve
naturalmente uma resposta imune polarizada do tipo 1 e, por esse motivo, cura
espontaneamente a infec¢do pelo parasito, principal agente etiolégico da leishmaniose
tegumentar no Velho Mundo (DOWLATI, 1996).

Esperavamos que o momento de introdugéo do tratamento com atorvastatina (antes ou
depois da infec¢do) produziria resultados diferentes em relagdo ao comportamento do parasito
e da lesdo. Entretanto, aparentemente, a possivel acdo da atorvastatina sobre mecanismos da
imunidade inata no periodo inicial da infec¢do ndo existiu ou foi incapaz induzir maior
susceptibilidade nos animais em que o tratamento iniciou antes da infeccdo. Assim, nesses
animais, foi detectado parasitismo semelhante ao do grupo cujo tratamento iniciou 14 dias
ap6s a infeccdo (GRAF. 2). As curvas da lesdo em ambos os grupos também ndo foram
discrepantes (GRAF. 1). O segundo grupo apresentou um pequeno crescimento na lesdo
apenas entre a terceira e quinta semanas de infeccio (GRAF. 1B). E possivel que se o
tratamento fosse realizado no mesmo horario no grupo tratado a partir dos dois dias anteriores
a infeccdo alguma diferenca no curso de infec¢do ou talvez um parasitismo ainda maior
seriam observados. No terceiro esquema de tratamento (doses didrias administradas no
mesmo hordrio apés 14 dias de infeccdo), o parasitismo nos animais tratados com
atorvastatina foi mais acentuado durante quase todo o curso de infeccdo (GRAF. 4). Na
décima semana, esses animais ainda apresentavam maior lesdo apesar de terem controlado a
Leishmania como o grupo que recebeu salina (GRAF. 3 e 4). Ainda assim, podemos afirmar

que os animais tratados com a estatina apresentaram parasitismo tecidual (GRAF. 2 e 4) e
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lesdes consideravelmente maiores que os animais do grupo controle (GRAF. 3). O
parasitismo tecidual visualizado através da anélise histopatoldgica das lesdes foi congruente
com o resultado da titulagdo de parasitos. A quantidade de parasitos no interior dos
macrdfagos foi nitidamente maior no tecido da pata dos animais tratados com atorvastatina
(FIG. 1D e 2D). No infiltrado inflamatdrio dos animais do grupo controle, os eosinéfilos eram
mais freqiientes (FIG. 1C). A migragcdo de eosindfilos para o tecido com Leishmania € um
evento comum no inicio da infeccdo (PEARSON et al., 1987). Os eosindfilos colaboram para
o controle do parasitismo, pois exercem atividades microbicidas mediadas por 6xido nitrico,
cuja produgdo € induzida por IL-5, IL-8, TNF-o, IFN-y e RANTES (OLIVEIRA et al., 1998).
Ja foi demonstrado que os eosindfilos possuem atividade microbicida sobre L. major
(OLIVEIRA et al., 1997; OLIVEIRA et al., 1998). E possivel que a atorvastatina possa ter
comprometido a migracdo de eosinéfilos para o sitio de infecg¢do. Esse pode ser mais um dos
motivos pelos quais os animais tratados com a estatina foram incapazes de controlar a
proliferacdo do parasito especialmente até a quarta semana de infec¢éo.

Esses achados confirmaram a nossa hipdtese de que a acdo moduladora da
atorvastatina sobre o sistema imunolégico tornaria o hospedeiro mais permissivo ao parasito.
Alguns resultados em camundongos mostram que essa estatina inibe mecanismos pro-
inflamatorios (caracteristicos da resposta Thl) e favorece os componentes antiinflamatdrios
(caracteristicos da resposta Th2) e reguladores do sistema imune (DUNN et al., 2006;
YOUSSEEF et al., 2002).

A prote¢do contra Leishmania requer a atuagdo preponderante da resposta imune
celular (tipo 1) capaz de exterminar parasitos intracelulares (REINER; LOCKSLEY, 1993).
Partimos, entio, para o delineamento da resposta imunoldgica nesse hospedeiro. A resposta
contra L. major produzida em camundongos da linhagem C57BL/6 é caracterizada pela
producdo de altos niveis de IFN-y, TNF-a e CCL5/RANTES. Essas moléculas atuam na
orquestragdo das células do sistema imune e no comando de seus mecanismos leishmanicidas.
TNF-o medeia sinais para a indugdo da expressdo de selectinas (VCAM-1 e E-selectina) na
superficie do endotélio, atua no remodelamento da membrana basal endotelial e também
sinaliza para a inducdo de MMP-9 que destréi a matriz extracelular (LOCKSLEY; KILLEEN;
LENARDO, 2001). Dessa maneira, o extravasamento das células, mediante um estimulo
quimiotatico vindo do tecido infectado, é facilitado. CCL5/RANTES atrai diversos tipos
celulares ao sitio inflamatério e tem sua expressdo induzida durante a infeccdo por

Leishmania (SANTIAGO et al., 2004). Tal quimiocina participa na protecdo contra L. major
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no camundongo C57BL/6, possivelmente por atrair para o sitio inflamatdrio linfécitos Thl
(KUNKEL et al., 2002), fontes importantes de IFN-y. IFN-y € a citocina-padrdo da resposta
Th1, responsédvel pela ativacido do principal mecanismo de controle da Leishmania (GREEN
et al., 1990a). Em sinergismo com TNF-q, ela estimula a expressdo e ativagao da iNOS,
enzima que catalisa a conversdo de arginina em citrulina e 6xido nitrico, este ultimo
responsavel pela morte do parasito (GREEN et al., 1990a, 1990b, 1990c). De acordo com
nossos resultados, verificamos que a atorvastatina, como em outros trabalhos, nio foi capaz
de impedir a polarizagdo da resposta imunoldgica para o tipo 1 no modelo estudado, ja que
nos linfonodos dos animais tratados foi detectada uma produgdo acentuada de IFN-y, TNF-a e
CCL5/RANTES (GRAF. 5 e 7). O intenso parasitismo observado nesses animais pode ser
uma explicacdo para esses achados. O parasito pode estimular a producéo dessas citocinas e
quimiocina (ARNOLDI; MOLL, 1998; OLIVEIRA et al., 2005; SANTIAGO et al., 2004). A
andlise da producdo desses marcadores no microambiente da lesdo revelou maior quantidade
de TNF-o nos animais tratados (GRAF. 8), niveis semelhantes CCL-5/ RANTES entre os
grupos e um decréscimo mais marcante na produ¢do de IFN-y na décima semana de infec¢do
no grupo que recebeu a estatina (GRAF. 8). Isso indica que, mediante o tratamento com
atorvastatina, o estimulo gerado pelos parasitos para a producio de IFN-y e CCL5/RANTES
ndo € eficaz no sitio de infeccao.

Diante desses resultados intrigantes, ficou claro que, de alguma forma, o organismo do
hospedeiro estava favorecendo a permanéncia e proliferacdo do parasito mesmo produzindo
uma resposta imune tipo 1 fortemente polarizada e duradoura. Resultados bastante
semelhantes foram publicados por Anderson, Mendez e Sacks (ANDERSON; MENDEZ;
SACKS, 2005). Uma linhagem de L. major derivada de um paciente com lesdes cronicas que
ndo curavam produzia essas mesmas caracteristicas patoldgicas no camundongo C57BL/6.
Foram detectados niveis elevados de IFN-y no linfonodo drenante e na lesao, auséncia de 1L.-4
e IL-13 e inducdo intensa de iNOS na lesdo. A infeccdo de camundongos deficientes de IL-10
com mesmo fundo genético, bloqueio do receptor de IL-10 ou deplegio de células CD25"
promoveram a eliminacdo do parasito indicando que IL-10 e células T regulatdrias
contribuiram para tornar a resposta Thl ineficaz no controle da infeccio na pele
(ANDERSON; MENDEZ; SACKS, 2005). Em concordancia com esses dados, nosso modelo
de estudo ndo gerou polarizagdo da resposta imune para Th2 e foi detectada a producido de
citocinas regulatdrias nos animais tratados com atorvastatina. A produgdo de IL-4 entre os

grupos foi semelhante (GRAF. 7). Nossos resultados evidenciaram uma producio elevada de
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IL-10 no linfonodo (GRAF. 6) e TGF- no linfonodo e na pata (GRAF. 6 e 10) dos animais
tratados com atorvastatina. IL-10 e TGF-B sdo citocinas produzidas principalmente por
células T regulatérias (CD4"CD25"%). IL-10 reprime as respostas ao IFN-y e inativa
macréfagos para a eliminagdo do parasito mediada por IFN-y (MOORE et al., 2001), TGF-
inibe a producdo de 6xido nitrico nos macréfagos. O camundongo BALB/c deficiente de IL-
10 infectado com L. major apresentou maior resisténcia apesar de manter um intenso
parasitismo (KANE; MOSSER, 2001). As duas citocinas regulatérias (IL-10 e TGF-P) estdo
associadas ao aumento da atividade de arginase 1 nos macréfagos, enzima que fornece
substratos para a proliferacdo da Leishmania (BOUTARD et al., 1995; CORRALIZA et al.,
1995). No ambito experimental, ao invés da polaridade Th2, as células T regulatdrias e seus
produtos t€m sido apontados como responsdveis pela inducdo de susceptibilidade em
linhagens de camundongos resistentes (ANDERSON; MENDEZ; SACKS, 2005) e pela
persisténcia do parasito em lesdes curadas (BELKAID et al., 2001). Clinicamente, nao foi
possivel associar claramente a polaridade Th2 as formas mais graves de leishmaniose
humana: formas sist€micas, formas que reativam e que ndo curam. A citocina mais
comumente encontrada nesses casos nio é IL-4 e sim IL-10 (GHALIB et al., 1993; MELBY
et al., 1994; RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998).

Em relacdo aos niveis de CCL2/MCP-1 no linfonodo, observamos que a terapia com
atorvastatina diminuiu a producdo desta quimiocina nos animais tratados (GRAF. 7),
resultados concordantes com alguns dados da literatura (KOWALSKI er al., 2003;
MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2001; XU et al., 2003; YAMADA et al., 2007). Contudo,
de acordo com diversos trabalhos e com resultados publicados por nosso grupo de pesquisa, a
expressio de CCL2/MCP-1 parece ndo estar correlacionada com resisténcia ou
susceptibilidade a infeccdo por L. major em modelos murinos que ndo o BALB/c (GU et al.,
2000; RITTER et al., 1996; RITTER; MOLL, 2000; SANTIAGO et al., 2004).

Outro parametro que utilizamos para investigar se houve polarizacdo da resposta
imune foi a dosagem de anticorpos especificos contra Leishmania. Em camundongos
BALB/c, o titulo de IgGl1 foi correlacionado ao tamanho da lesdo (MORRIS et al., 1993), um
achado congruente com o papel de IL-4 na permissividade a proliferacdo do parasito e na
inducdo da producdo de IgG1 (SNAPPER; PAUL, 1987). A producdo de IgG2a é promovida
por IFN-y (SNAPPER; PAUL, 1987), porém nao foi correlacionada ao tamanho da lesdo
(MORRIS et al., 1993). Como mostra o GRAF. 12, o tratamento com atorvastatina nao

provocou alteracdo na produgdo dos anticorpos séricos IgG1 e IgG2a. A produgéo de 1L-4,
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quando detectada, foi semelhante entre os grupos (GRAF. 9), portanto foi incapaz de
incrementar a producdo de IgG1. Nos grupos tratado e controle, o acréscimo na produgéo de
IgG2a, ao longo do curso de infec¢do, acompanhou o aumento da producdo de IFN-y no
linfonodo (GRAF. 12B). A auséncia de correlagcdo entre o titulo desse anticorpo e a lesdo
justifica a semelhanca no nivel dessa proteina no soro do grupo controle no soro dos animais
tratados (que apresentaram maior lesdo a partir da quarta semana de infec¢ao, GRAF. 3).

O camundongo C57BL/6 ¢ um bom modelo para o estudo da leishmaniose cutinea,
pois seu padrdo de infec¢do mimetiza a doenga humana. Apds a inoculagdo de L. major nesse
camundongo, a expansdo dos parasitos € controlada por mecanismos imunolégicos que
medeiam o desenvolvimento de lesdes cutaneas pequenas com evolucio espontanea para cura
apo6s algumas semanas (DOWLATI, 1996; SCOTT et al., 1988). Entretanto, a cura da lesdo
ndo implica em cura parasitaria. O acimulo de células T regulatérias no sitio de infecgdo
suprime a capacidade da resposta imune de eliminar completamente o parasito (BELKAID et
al., 2002). A persisténcia de um pequeno nimero de parasitos na lesdo € essencial para a
manuten¢do de uma imunidade duradoura. Contudo, o controle dessa infecgdo latente depende
de um equilibrio finamente ajustado entre a resposta regulatéria que favorece o parasito e a
resposta inflamatdria celular que protege o hospedeiro. A reativagdo da lesdo estd associada
ao aumento no nimero de células T CD4"CD25" (MENDEZ et al. 2004). Nossos resultados
mostram que o tratamento com atorvastatina comprometeu a eficicia dos mecanismos de
controle tradicionais do hospedeiro. Observamos que nos animais tratados hd um aumento no
percentual de células T regulatérias CD4*CD25"¢" dentro da populacdo de células
CD4"CD25" (GRAF. 11A). Como esperado, esse dado concorda com o aumento da expressao
de CD25 na superficie dos linfécitos CD4"CD25" mediante a terapia com atorvastatina como
mostra o0 GRAF. 11B. Esse resultado é coincidente com os demais detectados também na
oitava semana de infecc@o: parasitismo bem mais acentuado nos animais que receberam
atorvastatina (GRAF. 4); maiores niveis de TGF-f na lesao (GRAF. 10) e no linfonodo
(GRAF. 6) e de IL-10 no linfonodo (GRAF. 6) nos animais tratados. Dados publicados
recentemente revelaram que a atorvastatina e outras estatinas aumentaram o nuimero que
células T regulatérias com alta expressdo de CD25" em pacientes hipercolesterolémicos.
Neste trabalho, também foi observado um pequeno aumento no percentual de células
CD4*CD25"¢" entre as CD4*CD25" no timo e no bago de camundongos C57BL/6, mas esse
efeito ndo foi significativo. Os autores concluiram que a atorvastatina ndo altera o percentual
de células CD4*CD25™" murinas in vivo e in vitro (mediante tratamento em cultura)
(MAUSNER-FAINBERG et al.,, 2007). Entretanto, a via de administracdo do farmaco
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utilizada nos experimentos in vivo foi intraperitoneal e o trabalho ndo mencionou o hordrio de
tratamento dos animais. Portanto, nossos resultados ndo podem ser comparados a esses dados
diante das possiveis variagdes na biodisponibilidade e na atividade da droga ja que, em nossos
experimentos, 0s animais receberam o tratamento por via oral e o hordrio de administragdo do
farmaco foi controlado. O aumento na expressio de CD25" pode estar associado A maior
producdo de TGF-B nos animais tratados. Essa citocina induz o aumento da expressio de
CD25 e estimula a atividade supressora das células T regulatérias (YAMAGIWA et al.,
2001).

Assim como em outros modelos experimentais, em nosso estudo o tratamento com
atorvastatina ndo agiu alterando a polarizagdo da resposta imunoldgica ou inibindo a
montagem da resposta imune efetora celular. Ao contrdrio, observamos um aumento na
produgdo de citocinas Th1l (IFN-y e TNF-a), por outro lado, a intervengdo farmacolégica da
estatina foi predominantemente imunossupressora.

Finalmente, avaliamos os mecanismos regulados pelas citocinas, mas que exercem
efeitos mais diretos na permanéncia ou exterminio dos parasitos: a atividade das enzimas
arginase [ e NOS II (ou iNOS). Ambas as enzimas sdo produzidas nos macréfagos que
albergam a Leishmania e atuam sobre o mesmo substrato, a arginina. Contudo, os produtos
gerados tém acdes opostas sobre o parasito. Arginase I produz ornitina e uréia. A ornitina é
necessdria para a sintese de poliaminas, essenciais para a proliferacio do protozodrio
(ROBERTS et al., 2004b). A atividade elevada de arginase I estd associada a susceptibilidade
a L. major e as citocinas TGF-f3 e IL-10 sdo potentes indutores dessa enzima (INIESTA et al.,
2002b; INIESTA; GOMEZ-NIETO; CORRALIZA, 2001). iNOS, por sua vez, gera citrulina e
NO a partir de arginina e € crucial para o controle de parasitos intracelulares. Radicais
derivados de NO sdo potentes agentes leishmanicidas (GREEN et al., 1990c; GREEN et al.,
1990b). A atividade de iNOS ¢é fortemente induzida por IFN-y e TNF-oo (GREEN et al.,
1990a; GREEN et al., 1990b). A atividade das duas enzimas nos animais tratados com a
atorvastatina refletiu o quadro da resposta imunoldégica e o comportamento do parasito na
lesdo. A atividade de arginase nos macrofagos peritoneais dos animais tratados foi bastante
elevada na quarta e oitava semanas de infeccio (GRAF. 13). Nesses dois periodos, também
observamos grande nimero de parasitos (GRAF. 4). Na quarta semana, a atividade de iNOS
foi maior nos animais tratados seguida de uma queda intensa na oitava semana (GRAF. 14)
quando a discrepancia no parasitismo tecidual entre os grupos ¢ mais marcante (maior

quantidade de parasitos no grupo tratado) e os niveis de TGF- no sitio de infec¢do sdo mais
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elevados (GRAF. 10). Na décima semana, o nivel de IL-10 no sitio de infec¢do € menor no
grupo tratado e os dois grupos apresentam atividade de arginase semelhante com uma
tendéncia a maior atividade no grupo controle. Esse achado coincide com o titulo de parasitos
que também é semelhante entre os grupos nesse periodo. A atividade de iNOS, medida
indiretamente pela producdo de nitrito, se iguala entre os grupos na décima semana (exceto na
cultura estimulada com IFN-y) um reflexo do controle do parasitismo, portanto, diminui¢ao
do estimulo de reatividade dos macréfagos.

Esses ultimos resultados sugerem a constru¢cdo de uma espécie de balanga no sistema
imunolégico do camundongo C57BL/6 infectado com L. major e submetido a terapia com
atorvastatina. De um lado estdo os componentes pré-inflamatérios, IFN-y e TNF-o induzindo
iNOS, e do outro lado, as citocinas regulatérias TGF-f3 e IL-10 induzindo arginase. Quando o
braco regulador pesa mais, a catdlise mediada por arginase é favorecida e o controle do
parasito diminui. Essa situag@o é claramente ilustrada pelos dados obtidos na oitava semana
de infecgdo. Por outro lado, quando o brago pré-inflamatério supera o regulador, a atividade
de iNOS ¢ suficiente para inibir a proliferagdo do parasito da mesma maneira que no animal
ndo tratado com a estatina. Essa descri¢do € representada pelos dados obtidos na décima
semana de infec¢do. E importante enfatizar que apesar do controle parasitdrio observado nos
animais tratados, a lesdo ainda permaneceu maior. N@o fizemos um acompanhamento mais
prolongado do curso de infecgdo, assim, ndo se sabe qual seria o comportamento da lesdo e do
parasito mediante a continuidade do tratamento.

Nossos dados sdo os primeiros a demonstrar a acdo de uma estatina sobre a infecgéo
por Leishmania e sdo também os primeiros a revelar que esse fiarmaco pode gerar um
desequilibrio na resposta imunoldgica do hospedeiro de modo a favorecer o parasito. Nossos
dados mostram que a atorvastatina atua sobre componentes regulatérios da resposta

imunoldgica tornando maior o percentual de células CD4*CD25"¢"

e a producdo de IL-10 e
TGF-B com conseqiiente aumento da atividade de arginase I nos animais tratados tornando-os
menos resistentes a infec¢do. Portanto, a maior contribui¢ao deste trabalho foi demonstrar as
implica¢gdes da imunossupressdo induzida pela atorvastatina no camundongo C57BL/6 diante
da infec¢do por Leishmania major. Esses achados sugerem que as estatinas podem
comprometer de maneira significativa o controle de certas infeccdes. Nosso trabalho pode ser
uma contribuicdo extremante relevante no estudo da agdo das estatinas sobre o sistema

imunolégico e do risco potencial do uso indiscriminado e em larga escala desses fAirmacos em

populacdes que vivem em dreas endémicas para doengas parasitirias como a leishmaniose.
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados revelam que a atorvastatina prejudica o controle da infecgéo
experimental por Leismania major no camundongo C57BL/6, modelo de resisténcia a esse
parasito. Os achados mais relevantes demonstraram que:

- 0 tratamento tornou o hospedeiro mais permissivo ao microoganismo com
conseqiiente alteragdo do desenvolvimento da lesdo;

- apesar de ter ocorrido uma induc@o da producdo das citocinas IFN-y e TNF-o, houve
um comprometimento da eficicia da resposta imunoldgica pré-inflamatéria protetora (Th1);

- a atorvastatina nfo inibiu a producdo de 6xido nitrico, principal mecanismo de
exterminio da Leishmania, por outro lado, aumentou a atividade de arginase que fornece
substratos essenciais para o crescimento e proliferacdo do microrganismo;

- o tratamento induziu o desenvolvimento de componentes reguladores do sistema
imunoldgico tais como células CD4*CD25"¢" ¢ producido de citocinas antiinflamatérias TGF-
B e IL-10, cuja agdo prevaleceu durante grande parte do curso de infecgio.

Tais resultados tornaram evidente a a¢do imunomoduladora da atorvastatina no
modelo experimental de infeccio parasitaria estudado.

Finalmente, nossos dados sugerem que a disseminacdo do uso das estatinas como
agentes profilaticos na prevengdo de doenga cardiovascular deve ser avaliada com cautela,
especialmente em populacdes que vivem em dreas endémicas para determinadas doengas

infecciosas e parasitdrias como a leishmaniose.
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