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RESUMO 

 

 

As estatinas, inibidores da β-hidroxi-β-metil-Co A redutase (enzima que catalisa a 

etapa limitante da síntese de colesterol e isoprenóides), são fármacos de primeira escolha para 

o tratamento de hipercolesterolemia. Atualmente, estão entre os medicamentos mais prescritos 

no mundo e seu uso como agentes profiláticos para doenças cardiovasculares tem sido 

sugerido. A atorvastatina, extremamente difundida, também é capaz de modular a resposta 

imunológica clinicamente e em modelos experimentais com efeito imunossupressor e 

antiinflamatório. Diante do potencial de suprimir a resposta pró-inflamatória Th1, nosso 

trabalho se concentra no estudo do efeito da atorvastatina sobre a infecção experimental por 

Leishmania major no camundongo C57BL/6, modelo de resistência a esse protozoário 

sensível à resposta Th1 desenvolvida nesse hospedeiro. De acordo com nossos resultados, o 

tratamento favoreceu a proliferação do parasito. O controle do horário de administração do 

fármaco promoveu um crescimento significativo da lesão na pata indicando que o efeito da 

atorvastatina no camundongo é modulado pelo ciclo circadiano. A atorvastatina não foi capaz 

de inibir a polarização da resposta imunológica para o tipo 1, pois a produção das citocinas 

IFN-γ e TNF-α e da quimiocina CCL5/RANTES foi aumentada bem como a atividade de 

NOS II nos animais tratados. Por outro lado, a estatina induziu a ativação de mecanismos 

regulatórios da resposta imune como as células CD4+CD25high e conseqüente incremento na 

produção de TGF-β e IL-10 e na atividade de arginase I. Nossos resultados revelam que o 

tratamento a longo prazo com atorvastatina prejudica o controle da infecção por L. major no 

camundongo C57BL/6 e sugerem que a disseminação do uso das estatinas deve ser avaliada 

com cautela especialmente em populações de áreas endêmicas para parasitoses como a 

leishmaniose.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 

 

 

Statins are inhibitors of β-hidroxi-β-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 Th1 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 Th1 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-γ , TNF-α 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+CD25high cells with an 

increment in TGF-β 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.  
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1 INTRODUÇÃO: 

 

 

As estatinas estão entre os fármacos mais prescritos do mundo (FINDLAY, 2007) 

dada a importância de seu efeito redutor de colesterol atuando na prevenção e controle de 

doenças cardiovasculares que lideram as causas de morte. Cerca de 17,5 milhões de pessoas 

morreram de doenças cardiovasculares em 2005, representando 30% do número de mortes 

total no planeta (WORLD HEALTH ORGANIZATION on-line). A atorvastatina (Lipitor®, 

Pfizer), aprovada para uso clínico em 1999, classificada como uma das estatinas mais eficazes 

na redução do LDL e aumento do HDL plasmáticos, tem um perfil de segurança 

extremamente favorável apresentando baixos índices de efeitos colaterais (CLARK, 2003; 

SCHAEFER et al., 2004). Atualmente, ela é superada pela rosuvastatina, recém-lançada no 

mercado farmacêutico (WHITE, 2002), mas ainda lidera o número de prescrições de estatinas 

nos Estados Unidos (FINDLAY, 2007).  

Devido à ampla utilização da atorvastatina no mundo e ao crescente somatório de 

evidências de sua ação imunomoduladora, especialmente a inibição da resposta imunológica 

do tipo 1, escolhemos esse fármaco e concentramos nosso estudo no sentido de investigar seu 

efeito sobre a infecção murina experimental por Leishmania major que é um excelente 

modelo para avaliação do paradigma imunológico Th1/Th2 (HEINZEL et al., 1989; 

LOCKSLEY et al., 1987; SCOTT et al., 1988). 

 

 

1.1 COLESTEROL  

 

 

Nos últimos anos da década de 50, as etapas da síntese endógena de colesterol foram 

descobertas e essa extraordinária via biossintética foi identificada pelos pesquisadores Konrad 

Bloch, Feodor Lynen, John Cornforth, e George Popják (CORNFORTH, 2002; 

LEHNINGER; NELSON; COX, 2005). O colesterol é um lipídio esteróide característico de 

células animais. Tal nomenclatura (esterol) se justifica por sua estrutura que apresenta um 

grupo hidroxila no carbono C-3, portanto, é também um álcool (LEHNINGER; NELSON; 

COX, 2005). Esse esteróide é sintetizado em todas as células (DIETSCHY; WILSON, 1970a, 

1970b, 1970c) e, entre os lipídios, é o mais estudado devido à forte correlação entre os níveis 

sanguíneos de colesterol e a incidência de doenças cardiovasculares em humanos 
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(CORNFORTH, 2002). O papel vital do colesterol se estende desde a composição das 

membranas celulares ao status de precursor essencial de outros compostos com funções 

orgânicas extremamente importantes como os hormônios esteróides, ácidos graxos e a 

vitamina D (colecalciferol) (LEHNINGER; NELSON; COX, 2005). Tal qual outros ácidos 

graxos, o colesterol é constituído de acetil-CoA e possui uma estrutura complexa, apesar de 

ser derivado de uma molécula simples, o acetato. A síntese do colesterol ocorre em 4 etapas 

(SCHROEPFER, Jr., 1982):  

1) condensação de 3 unidades de acetato para formar um intermediário de seis 

carbonos, o mevalonato;  

2) conversão do mevalonato em unidades ativadas de isopreno;  

3) polimerização de seis unidades de isopreno com 5 carbonos para formar o 

esqualeno linear com 30 carbonos;  

4) ciclização do esqualeno para formar os quatro anéis do núcleo esteróide seguida de 

uma série de modificações (oxidação, remoção ou migração de grupos metil). 

Na primeira etapa, ocorre a condensação de 3 moléculas de acetil-CoA, surge, 

inicialmente, um composto de 6 carbonos, β-hidroxi-β-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA). O 

próximo passo, a redução de HMG-CoA, origina o mevalonato. Esse passo é crucial e 

limitante da biossíntese do colesterol e de seus intermediários. A catálise é mediada por 

HMG-CoA redutase, proteína integral de membrana do retículo endoplasmático liso, cuja 

atividade é altamente regulada (BEG; BREWER, Jr., 1981; GOLDSTEIN; BROWN, 1990). 

Durante a segunda e terceira etapas da via biossintética do colesterol, são produzidos 

isoprenóides, moléculas derivadas do isopreno isopentenil pirofosfato (intermediário 

pirofosforilado). Os isoprenóides são unidades intermediárias na via e precursores de outros 

lipídios naturais que participam da modificação pós-traducional de proteínas. Farnesil 

pirofosfato (FPP) e geranilgeranil pirofosfato (GGPP) estão envolvidos na isoprenilação de 

diversas proteínas e auxiliam no ancoramento dessas moléculas na membrana (GOLDSTEIN; 

BROWN, 1990).  

Os hepatócitos, em comparação às demais células dos vertebrados, produzem 

colesterol em maior quantidade (DIETSCHY; WILSON, 1970a, 1970b, 1970c). Uma pequena 

fração desse produto é incorporada à membrana celular e o restante é exportado nas seguintes 

formas: colesterol biliar, ácidos biliares ou ésteres de colesterol. A catálise mediada pela acil-

CoA-colesterol acil transferase (ACAT) converte o colesterol numa forma mais hidrofílica 

(BROWN; GOLDSTEIN, 1986), os ésteres de colesterol, transportados para outros tecidos 

em partículas, as lipoproteínas. As apolipoproteínas são as proteínas carreadoras que 
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compõem os complexos macromoleculares lipoprotéicos juntamente com combinações 

variadas de fosfolípides, colesterol, ésteres de colesterol e triacilgliceróis. Diferentes 

proporções de apoproteínas e moléculas lipofílicas geram partículas de densidades distintas. 

As classes mais importantes de lipoproteínas humanas conhecidas são, em ordem crescente de 

densidade: quilomícrons, VLDL (“Very Low Density Lipoprotein”), LDL (“Low Density 

Lipoprotein”) e HDL (“High Density Lipoprotein”) (BREWER, Jr., 1981).  

LDL, partícula rica em colesterol e ésteres de colesterol, carreia essas moléculas para 

tecidos extra-hepáticos. Os níveis elevados de LDL plasmático, aliados a eventuais lesões do 

endotélio vascular, são condições favoráveis ao surgimento da aterosclerose. Tal processo 

patológico acomete as artérias com endotélio lesado e é caracterizado pela deposição de 

colesterol na íntima vascular e formação do ateroma ou placa ateromatosa, um complexo de 

macrófagos espumosos (com grande quantidade de LDL oxidada no citoplasma), células 

inflamatórias, 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 sanguíneo. Esse quadro 

compromete a irrigação tecidual e pode culminar na oclusão completa da luz da artéria e 

infarto de tecidos ou órgãos dependendo da extensão da área suprida pelo vaso (ROSS; 

GLOMSET, 1976a, 1976b; STARY, 1992). Por esse motivo, o nível plasmático 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, 

conseqüentemente, da doença cardiovascular (ROSS; HARKER, 1976).  

Por outro lado, o HDL contém em sua composição protéica a enzima lecitina-

colesterol acil transferase, que converte o colesterol e a lecitina (fosfatidilcolina) dos 

quilomícrons e VLDL remanecentes em ésteres de colesterol. O HDL passa da forma imatura 

à madura e carreia esses derivados de colesterol ao fígado onde o colesterol é desempacotado 

e parte dele convertida em sais biliares. A partícula de HDL, depletada de colesterol, se 

dissocia e recircula no sangue para extrair mais lipídios dos quilomícrons e do VLDL. O HDL 

também medeia o transporte reverso do colesterol dos tecidos extra-hepáticos ao fígado. 

Portanto, o papel do HDL é crucial para a redução dos níveis de colesterol circulantes no 

sangue, daí a sua ação vital, mesmo que indireta, na proteção vascular (LEHNINGER; 

NELSON; COX, 2005). Clinicamente, o controle dos níveis plasmáticos de LDL e HDL é 

uma ação de importância ímpar para a prevenção e intervenção na doença cardiovascular, 

bem como para o monitoramento de desordens lipídicas (SANTOS, 2001; SPOSITO et al., 

2007).  

 



 4

1.2 ESTATINAS 

 

 

A etapa limitante na síntese endógena de colesterol, previamente descrita, é controlada 

pela HMG-CoA redutase. Na década de 70, no Japão, Akira Endo, em sua busca por 

inibidores da HMG-CoA redutase de origem microbiana com ação antibiótica, detectou a 

produção de componentes ativos por uma cepa do fungo Penicillium citrinum e descreveu a 

estrutura química 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 síntese de esterol a partir de acetato em 

diversas culturas de células de mamíferos (ENDO et 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 inibição competitiva, impedem a ligação de HMG-

CoA à enzima-alvo, HMG-CoA redutase, e bloqueiam cabalmente a produção do mevalonato 

e dos demais produtos da via de biossíntese de colesterol (ENDO; KURODA; TANZAWA, 

1976; GRUNDY, 1988). Outras estatinas naturais são: lovastatina, sinvastatina e pravastatina. 

Com base na estrutura química 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 clínico nos Estados Unidos 

(ENDO, 2004). Devido ao seu excelente perfil de segurança clínica e sua performance eficaz 

na redução do nível de LDL e aumento do nível de HDL no plasma, as estatinas são os 

fármacos de primeira escolha para o tratamento de hipercolesterolemia e também para a 

prevenção e o controle da doença cardiovascular (SANTOS, 2001; SPOSITO et al., 2007).  

Desde que foi demonstrado que a doença cardiovascular tem componentes 

inflamatórios extremamente relevantes (JORIS; STETZ; MAJNO, 1979) e voltou-se a atenção 

para esses aspectos na evolução clínica dos pacientes que utilizavam estatinas, foi possível 

correlacionar alterações no quadro patológico a um provável efeito farmacológico 

independente da redução dos níveis de colesterol (BROWN et al., 1990; NOVELA; 

HENNEKENS, 2004). Pesquisas clínicas demonstraram que as estatinas reduzem a 

morbimortalidade cardiovascular em pacientes normo e hipercolesterolêmicos (MARON; 

FAZIO; LINTON, 2000; VAUGHAN; MURPHY; BUCKLEY, 1996) com ou sem doença 

cardíaca (DOWNS et al., 1998; SIMES et al., 2002). A rejeição no transplante cardíaco e a 

vasculopatia coronária também foram reduzidas com o tratamento (WENKE et al., 1997). A 



 5

terapia com estatinas diminuiu o nível de proteína C reativa circulante que é um importante 

marcador de inflamação (RIDKER et al., 2001). Esses e vários outros eventos clínicos 

reforçaram a hipótese de que as estatinas teriam efeitos antiinflamatórios independentes do 

efeito redutor de colesterol. Diversas evidências dessas ações foram acrescentadas a partir de 

estudos in vitro e em modelos animais de aterosclerose (MCKAY et al., 2004; WILLIAMS et 

al., 1998). A partir daí, a associação dos dados obtidos com os trabalhos seguintes permitiram 

que alguns mecanismos das ações antiinflamatórias das estatinas fossem elucidados. 

Como exposto anteriormente, as estatinas impedem a síntese de colesterol e, 

conseqüentemente, prejudicam a síntese de metabólitos intermediários (em particular, FPP e 

GGPP) encarregados da prenilação de proteínas (TAKEMOTO; LIAO, 2001). Essa 

modificação pós-traducional é essencial para o ancoramento dessas proteínas na membrana 

celular. Entre as principais proteínas preniladas estão as GTPases, membros das famílias Ras 

e Rho, importantes nos processos de crescimento, proliferação e sinalização celular e outras 

funções biológicas (HANCOCK et al., 1989; MCCORMICK, 1990).  

A sinalização das proteínas das famílias Rho e Rac está relacionada aos processos de 

migração celular, portanto, influencia a motilidade e a migração de leucócitos. Tais GTPases 

regulam a dinâmica dos microtúbulos de actina do citoesqueleto e também controlam o 

movimento celular permitindo o direcionamento da célula no sentido de um gradiente 

quimiotático (ALLEN et al., 1997). As estatinas comprometem as vias de sinalização 

engatilhadas por essas proteínas.  

 

 

1.2.1 EFEITOS DAS ESTATINAS NA RESPOSTA IMUNOLÓGICA 

 

 

Já foi demonstrado que as estatinas inibem a expressão dos receptores de quimiocinas 

induzida por citocinas e mediada pela sinalização por GTPases (HAN et al., 2005; 

VEILLARD et al., 2006). Além da inibição da expressão dos receptores, as estatinas 

interferem na produção de quimiocinas CCL5/RANTES (DIOMEDE et al., 2001) e 

CCL2/MCP-1 (DIOMEDE et al., 2001; FRUSCELLA et al., 2000; XU et al., 2003). A 

modulação da expressão do NF-κB pela inibição da prenilação de seus ativadores impede a 

indução da transcrição dos genes dessas quimiocinas (ORTEGO et al., 1999). Dessa forma, a 

migração de leucócitos induzida por RANTES e de monócitos induzida por MCP-1 é 

diminuída.  
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A migração de leucócitos também é prejudicada pelos inibidores da HMG-CoA 

redutase através do bloqueio da secreção de metaloproteinases (MMP), enzimas que facilitam 

a passagem das células pela lâmina basal do endotélio e matriz extracelular (BELLOSTA et 

al., 1998; IKEDA et al., 2000; XU et al., 2003). A expressão das MMPs, especialmente da 

MMP-9, também depende das vias de sinalização das GTPases. Um mecanismo possível para 

o bloqueio da secreção de MMP-9 pelas estatinas é a inibição da ativação do fator de 

transcrição NF-κB (GANNE et al., 2000).  

 A adesão celular ao endotélio envolve a interação de integrinas nos leucócitos e 

selectinas na membrana das células endoteliais (KELLY; HWANG; KUBES, 2007). As 

estatinas inibem a expressão das integrinas LFA-1, Mac-1 e VLA-4 nos leucócitos (NIWA; 

TOTSUKA; HAYASHI, 1996; WEBER et al., 1997; YOSHIDA et al., 2001) bem como a 

expressão 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 migração celular gerando sinais para a organização do citoesqueleto do endotélio. 

Esses sinais levam à ativação de proteínas, entre elas MAP kinases e NF-κB, e ao aumento da 

atividade da NADPH oxidase que resulta em produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), reorganização da actina e perda da VE-caderina que mantém o contato intercelular no 

endotélio (VAN et al., 2003). ROS são potentes ativadores de NF-κB que está intimamente 

associado ao controle da inflamação e das respostas imunes, induzindo a expressão de 

citocinas e moléculas de adesão (ABBAS; LICHTMAN, 2005). A sinalização desencadeada 

por VCAM-1 é dependente da ação de GTPases Rac (COOK-MILLS et al., 2004), logo esse 

processo também é susceptível à inibição por estatinas.  

 A análise da estrutura química das estatinas levou à identificação da lovastatina como 

um inibidor extracelular do LFA-1. Foi detectado um domínio de ligação da lovastatina ao 

LFA-1, posteriormente denominado de sítio da lovastatina (“L-site”) (KALLEN et al., 1999; 

WEITZ-SCHMIDT et al., 2001). A ligação da lovastatina a esse domínio estabiliza o receptor 

do ICAM-1 numa conformação inativa. Essa mesma ação foi demonstrada com sinvastatina e 

mevastatina (WEITZ-SCHMIDT, 2002).  

 Além de comprometerem a diapedese, as estatinas interferem na formação da sinapse 

imunológica. Esses fármacos inibem a expressão do MHC de classe II induzida por IFN-γ por 

meio da inibição da expressão do transativador do MHC de classe II (CIITA), dessa forma, 

impedem a apresentação de antígenos às células T CD4+. Em relação à expressão do MHC de 

classe I, os dados são inconclusivos (KWAK et al., 2000; KWAK et al., 2001). 
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 Para que haja uma resposta T efetiva à apresentação de um antígeno é necessário um 

segundo sinal gerado pela interação de moléculas co-estimulatórias (ABBAS; LICHTMAN, 

2005). A atorvastatina inibe a maturação de células dendríticas e outras apresentadoras de 

antígenos pelo bloqueio da expressão de altos níveis de CCR7 (receptor para a citocina IL-7) 

e dos co-estimuladores CD40, CD80 e CD86 (YILMAZ et al., 2004). Assim, essas células 

dendríticas se tornam ineficazes na indução da proliferação de células T e fica evidente que as 

estatinas interferem na geração do segundo sinal para ativação celular e produção de uma 

resposta imune eficaz a um determinado antígeno.  

 Antes da apresentação de um antígeno, são necessários sua internalização e 

processamento no interior da célula. Esse processo depende do remodelamento do 

citoesqueleto (ABBAS; LICHTMAN, 2005). Como já foi abordado, essa reestruturação é 

uma conseqüência da ativação de GTPases. Portanto, o processamento de antígenos no 

citoplasma está sujeito à interferência pela terapia com estatinas. 

 Outro alvo potencial das estatinas é a estrutura da membrana celular. A organização 

das proteínas e complexos protéicos de sinalização celular na superfície da membrana 

depende da formação dos “lipid rafts”, microdomínios de membrana ricos em colesterol e 

glicolipídios que funcionam como jangadas de ancoramento de proteínas. As proteínas 

presentes nesses microdomínios têm sua capacidade de difusão na membrana plasmática 

limitada. A localização de moléculas sinalizadoras nos lipid rafts é essencial para a ativação 

de células T e B. O ancoramento de tais moléculas nos microdomínios lipídicos de membrana 

permite a concentração dessas proteínas na sinapse imunológica (PIERCE, 2002; PIZZO; 

VIOLA, 2003).  

O efeito das estatinas na composição lipídica da membrana e na formação dos “lipid 

rafts” ainda é controverso. Alguns trabalhos mostram que o tratamento com determinadas 

estatinas leva à perda da arquitetura dos microdomínios lipídicos e ao comprometimento da 

função de moléculas essenciais na resposta imune (HILLYARD et al., 2004a). Ocorre 

diminuição da expressão MHC de classe II e da sinalização promovida pelo receptor de Fcγ e 

alteração da localização da Lck (tirosina quinase específica de linfócitos) essencial para a 

ativação de células T (HILLYARD et al., 2004b). Determinadas células, especialmente 

linfócitos T de fenótipo Th1, não respondem às estatinas com alteração da estrutura dos 

microdomínios lipídicos. Dados de experimentos in vitro indicam que o tratamento de 

camundongos com atorvastatina não tem efeito sobre o conteúdo de colesterol das células T 

(DUNN et al., 2006). 
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 A ação pleiotrópica das estatinas se estende à interação com a imunidade inata. Foi 

demonstrado que a expressão do receptor TLR4 em monócitos humanos e a sinalização 

gerada pela ativação desse receptor foi prejudicada pela inibição da geranilgeranilação e 

farnesilação provocada por atorvastatina e sinvastatina (METHE et al., 2005; NIESSNER et 

al., 2006).  

  O aumento da atividade da enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) pelas 

estatinas foi extensamente estudada em diversos trabalhos demonstrando o benefício adicional 

desses fármacos na terapia da doença cardiovascular (ENDRES et al., 1998; LAUFS et al., 

1998). As estatinas melhoram a função endotelial, pois o óxido nítrico, além de ser um 

potente vasodilatador, inibe a adesão, migração e a quimiotaxia dos leucócitos (BATH et al., 

1991; TAKAHASHI et al., 1996). Além disso, os inibidores da HMG-CoA redutase 

diminuem o nível de LDL oxidado no sangue que inibe a transcrição de eNOS e sua síntese 

protéica. Por outro lado, algumas estatinas, entre elas a atorvastatina, inibem a atividade da 

enzima óxido nítrico sintase indutível (iNOS) em astrócitos e macrófagos, mas essa ação foi 

variável a depender da dose utilizada do fármaco (HUANG et al., 2003). Tanto o mecanismo 

de ativação da eNOS quanto a inibição da iNOS são mediados pela inibição da prenilação de 

proteínas da família das GTPases com funções distintas sobre as vias de sinalização para a 

expressão das enzimas produtoras de óxido nítrico (LAUFS; LIAO, 1998).  

 Em relação ao efeito das estatinas sobre as células T regulatórias, dados recentes 

demonstraram que a atorvastatina aumentou o número de células T regulatórias com elevada 

expressão de CD25 e Foxp3. Sinvastatina e pravastatina também aumentaram a população 

dessas células em pacientes hipercolesterolêmicos (MAUSNER-FAINBERG et al., 2007).  

Nos últimos dez anos, diversos estudos revelaram a ação imunomoduladora dos 

inibidores da HMG-Co A redutase que se manifesta pela alteração na produção de certas 

citocinas. Desde então, esse efeito tem sido largamente estudado in vitro e in vivo. As 

estatinas inibem a produção de citocinas pró-inflamatórias IFN-γ, TNF-α, IL-1β e IL-6 

(GRIP; JANCIAUSKIENE; LINDGREN, 2000; ROSENSON; TANGNEY; CASEY, 1999). 

Em indivíduos hipercolesterolêmicos tratados com estatinas, houve diminuição dos níveis 

séricos de TNF-α, IL-6, IL-1 e IL-8 (ASCER et al., 2004; REZAIE-MAJD et al., 2002). Em 

pacientes com hipercolesterolemia familiar heterozigótica sob terapia com atorvastatina, foi 

detectada a diminuição do nível sérico de IL-12 e nenhuma alteração na expressão do gen de 

IL-10 (NAOUMOVA et al., 2003). A secreção de MIP-1α e IL-8 é diminuída em pacientes 

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



 9

 Em diversos trabalhos que estudaram o efeito dos inibidores da HMG-CoA redutase 

em doenças inflamatórias, especialmente enfermidades auto-imunes, as estatinas inibiram a 

indução da resposta Th1, dessa forma, modularam a progressão da doença (HAKAMADA-

TAGUCHI et al., 2003; MCKAY et al., 2004; YOUSSEF et al., 2002). Um possível 

mecanismo é a mudança no fenótipo das células T. Youssef e colaboradores (2002) 

demonstraram claramente esse mecanismo em um modelo murino de encefalomielite auto-

imune experimental, doença que corresponde à esclerose múltipla em humanos. Nesse 

trabalho, a atorvastatina induziu a fosforilação de STAT-6, fator de transcrição envolvido na 

diferenciação celular dependente de IL-4 para o fenótipo Th2. Dessa forma, secreção de 

citocinas antiinflamatórias (IL-4, IL-5 e IL-10) foi aumentada. Por outro lado, a fosforilação 

de STAT-4, requerida para a diferenciação celular para o fenótipo Th1, dependente de IL-12 

foi inibida. Conseqüentemente, houve inibição da secreção de IL-2, IL12, IFN-γ e TNF-α. 

Dados que corroboraram esses achados revelaram que o tratamento com estatinas promoveu a 

expressão de GATA-3, um fator de transcrição envolvido na diferenciação Th2, e inibiu a 

ativação de NF-κB e T-bet, associados à diferenciação Th1 (NATH et al., 2004).  

 Nem todos os trabalhos mostram que as estatinas atuam polarizando a resposta imune 

no sentido do fenótipo Th2. Uma explicação possível é a variação nas doses aplicadas dos 

fármacos e nos tipos de modelos experimentais de doenças inflamatórias estudados em cada 

trabalho. Fluvastatina reduziu concomitantemente a produção de citocinas Th1 e Th2 em 

modelo experimental de miocardite auto-imune (AZUMA et al., 2004). Em estudos in vitro 

com células mononucleares sanguíneas de pacientes com esclerose múltipla foram obtidos 

resultados extremamente interessantes: as estatinas não polarizaram a resposta imune para 

nenhum dos dois tipos e foi detectado aumento da produção de IFN-γ e IL-12 (NEUHAUS et 

al., 2002).  

 O mecanismo exato da intervenção das estatinas no balanço Th1/Th2 evidenciada em 

vários trabalhos ainda não está esclarecido, mas já se sabe que a diferenciação para Th2 

induzida pela atorvastatina é revertida pelo mevalonato (YOUSSEF et al., 2002), indicando 

que os metabólitos da via de síntese de colesterol influenciam a diferenciação para Th1. 

Estudos recentes demonstraram que a farnesilação e a prenilação de proteínas Ras e Rho é 

essencial para a modulação desse efeito (DUNN et al., 2006). 

 Apesar da divergência em alguns dados em relação à ação imunossupressora das 

estatinas, vários trabalhos se concentram no estudo do potencial terapêutico desses fármacos 

em doenças auto-imunes (AKTAS et al., 2003; YOUSSEF et al., 2002). Outra característica 
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que anima os pesquisadores e clínicos é a baixa incidência de reações adversas associadas à 

terapia com estatinas (CLARK, 2003; SCHAEFER et al., 2004).  

Diante do largo espectro de ação dos inibidores da HMG-CoA redutase sobre o 

sistema imunológico e das evidências contundentes de que esses fármacos possuem ação 

antiinflamatória com potencial terapêutico, surgiram trabalhos propondo a ampliação do uso 

das estatinas pela produção polipílulas contendo diversos fármacos de ação cardiovascular e 

como agentes profiláticos da doença cardíaca em indivíduos normocolesterolêmicos (LAW; 

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

 

 

1.3 LEISHMANIOSE 

 

 

 A leishmaniose é uma doença parasitária, cujas manifestações clínicas têm diversas 

facetas. Essa parasitose está relacionada a agentes etiológicos de diversas espécies do gênero 

Leishmania e a distribuição da doença no planeta é muito ampla. Atualmente, a leishmaniose 

é prevalente em quatro continentes totalizando 88 países onde é endêmica (22 no Novo 

Mundo e 66 no Velho Mundo) (DESJEUX, 1996). Clinicamente, são classificados dois 

grandes grupos: a leishmaniose tegumentar e a leishmaniose visceral. Mais de 90% dos casos 

de leishmaniose tegumentar ocorre no Afeganistão, Irã, Arábia Saudita e Síria e mais de 90% 

dos casos de leishmaniose visceral são detectados em Bangladesh, Brasil, Índia e Sudão 

(DESJEUX, 1996). A forma tegumentar, a depender das manifestações clínicas, pode ser 

dividida em subgrupos: cutânea simples (aguda e crônica), mucocutânea e cutânea difusa. A 

forma cutânea se caracteriza pela formação de pápulas eritematosas que evoluem para 

nódulos indolores. Esses nódulos podem curar, mas normalmente ulceram como crateras na 

pele atingindo apenas a derme. A lesão pode apresentar cura espontânea após 2 a 6 meses ou 

ter uma evolução crônica por dois anos ou mais. As espécies que causam essa forma clínica 

são: 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 mucocutânea, 

causada pelas espécies L. braziliensis e a L. panamensis, inicia-se com uma lesão cutânea e 

depois acomete nariz, faringe e boca e em casos mais graves, laringe e traquéia (PIRMEZ, 

1992). A forma cutânea difusa é caracterizada pelo surgimento de um nódulo que inicialmente 

não ulcera. Em seguida, novos nódulos surgem se difundindo na face e em todo o corpo do 
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paciente. Os órgãos internos podem ser acometidos. Essas manifestações são 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 

infecção generalizada crônica acompanhada de febre, hepatoesplenomegalia, culminando em 

debilidade progressiva e morte muitas vezes associadas a infecções secundárias. No Velho 

Mundo, é causada por L. donovani e L. infantum e no Novo Mundo pela L. chagasi . 

 A infecção natural ocorre através da picada da fêmea do flebotomíneo: Phelebotomus 

spp., no Velho Mundo, e Lutzomia spp., no Novo Mundo (KILLICK-KENDRICK, 1990b). 

Mamíferos são os reservatórios naturais do parasito e, quando picados, transmitem o 

protozoário ao vetor. Pela saliva do mosquito, formas promastigotas metacíclicas do parasito 

(forma com maior potencial infectante) são inoculadas na pele do hospedeiro e engolfadas por 

células do sistema mononuclear fagocitário, principalmente os macrófagos. No mamífero, 

Leishmania é um parasito intracelular obrigatório que, no interior de vacúolos no citoplasma 

do fagócito, assume a forma amastigota (sem flagelo) e prolifera (KILLICK-KENDRICK, 

1990a).  

 Ao penetrar no organismo do hospedeiro vertebrado, o protozoário inicia sua interação 

com o sistema imunológico. Neutrófilos e polimorfonucleares são as primeiras células a 

migrarem para o tecido infectado e também são as primeiras a fagocitarem o protozoário 

(CHANG, 1981; PEARSON; STEIGBIGEL, 1981). Elas produzem enzimas proteolíticas e 

espécies reativas de oxigênio na tentativa de destruir os microorganismos. Neutrófilos 

secretam MIP-2 e KC (homólogos murinos de IL-8) que atraem mais neutrófilos, e MIP-1α e 

MIP-1β, quimioatraentes de monócitos e macrófagos. Os macrófagos, ao fagocitarem as 

células polimorfonucleares apoptóticas infectadas, não exercem suas atividades microbicidas. 

Esse é um mecanismo de entrada silenciosa da Leishmania nas células do hospedeiro. Antes 

de entrarem em apoptose, os neutrófilos infectados secretam citocinas que afetam a ativação e 

a diferenciação das células T (Revisto por AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004). 

 As células dendríticas são eficientes apresentadoras de antígeno (GUERMONPREZ et 

al., 2002) e também produzem IL-12, IL-10 e IFN-γ (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 dendríticas derivadas da pele infectadas com amastigotas produzem IL-12p70 

(MCDOWELL et al., 2002), expressam mais moléculas co-estimulatórias e são potentes 
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adjuvantes na vacinação contra a infecção por L. major (GHOSH et al., 2003; SCOTT; 

HUNTER, 2002).  

 As células NK também são participantes ativos da resposta imune inata contra 

Leishmania, pois são importantes fontes de IFN-γ (SCHARTON; SCOTT, 

1993), principalmente sob estímulo de IL-12 (SCHARTON-KERSTEN et al., 1995).  

  Outros componentes da resposta imune inata que coordenam a resposta inflamatória 

são os receptores tipo Toll. A sinalização mediada por TLR4 favorece o controle da infecção 

por L. major. Camundongos com deficiência desse receptor apresentam maior parasitismo 

correlacionado com atividade aumentada de arginase (KROPF et al., 2004), enzima que 

promove a proliferação do parasito (KROPF et al., 2005).   

 Antígenos do parasito podem ser apresentados aos linfócitos via MHC de classe II ou 

classe I. No controle da infecção por L. major, alguns trabalhos mostram que o MHC de 

classe II parece ter um papel mais importante. Camundongos deficientes dessa molécula 

sucumbem à infecção (LOCKSLEY et al., 1993). Isso sugere que as células CD4+ são mais 

importantes que as CD8+ para o controle de L. major, apesar de os linfócitos CD8+ serem 

importantes fontes de IFN-γ (WANG et al., 1993), principal citocina envolvida no controle do 

parasitismo.  

 A infecção experimental por Leishmania em camundongos é um modelo tradicional 

para o estudo da resposta imune na forma cutânea da doença. Na infecção por L. major, o 

camundongo da linhagem C57BL/6 é modelo de resistência e a resposta imune contra o 

parasito é tipo 1, enquanto, a linhagem BALB/c é susceptível 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 é a produção duradoura de altos 

níveis de IL-12. A ligação dessa molécula ao seu receptor estimula a fosforilação do fator de 

transcrição STAT-4 que leva à diferenciação dos linfócitos T para o fenótipo Th1 (produtores 

de grandes quantidades de IFN-γ) (GAZZINELLI, 1996; REINER; LOCKSLEY, 1993). IL-

12 é produzida por células dendríticas, macrófagos, polimorfonucleares e células B 

(TRINCHIERI, 1995). A ligação CD40-CD40L entre macrófagos ou células dendríticas e as 

células T estimula a produção de IL-12 pelas células apresentadoras de antígenos. IFN-γ 

também estimula a produção IL-12 e interfere na responsividade celular a essa citocina. A 

sinalização de STAT-1 ativada por IFN-γ aumenta a expressão de T-bet, fator de trancrição 

envolvido na expressão de IL-12rβ2, uma das cadeias do receptor de IL-12, em células T 
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CD4+ (AFKARIAN et al., 2002). IL-12 inibe a produção de IL-4 que levaria à diferenciação 

dos linfócitos para o fenótipo Th2 (HEINZEL et al., 1993b).  

 IFN-γ é a citocina chave na resistência contra L. major. Camundongos deficientes de 

IFN-γ ou do receptor de IFN-γ não controlam a proliferação do parasito e sucumbem à 

infecção (SWIHART et al., 1995; WANG et al., 1993). Essa citocina é um potente ativador 

da transcrição da enzima óxido nítrico sintase indutível (iNOS) levando à produção de óxido 

nítrico a partir de L-arginina (GREEN et al., 1990a). A produção de óxido nítrico (NO) nos 

macrófagos infectados é crucial para o controle da replicação dos parasitos (GREEN et al., 

1990c; GREEN et al., 1990b). TNF-α é uma citocina que atua sinergicamente com IFN-γ na 

indução de iNOS (GREEN et al., 1990c; GREEN et al., 1990b). TNF-α tem um papel central 

no controle da adesão de leucócitos ao endotélio ativado. Em sinergismo com IL-1, TNF-α 

ativa células endoteliais estimulando a expressão de moléculas de adesão de leucócitos. O 

receptor p55 de TNF-α medeia a indução da expressão 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 expressão de ICAM-1 ligante de LFA-1, expressa por linfócitos 

B e T, granulócitos e timócitos (HYNES, 1992). Os receptores p55 e p75 de TNF estão 

envolvidos na indução de MMP-9, metaloproteinase que promove a destruição da matriz 

extracelular favorecendo a migração de células inflamatórias para o tecido (VADAY et al., 

2000). Outras citocinas importantes na resposta a Leishmania são IL-18, IL-23 e IL-27 que 

favorecem a produção de IFN-γ pelos linfócitos T CD4+ (GUMY; LOUIS; LAUNOIS, 2004).  

 Quimiocinas também têm um papel relevante no controle da infecção por L. major 

(SANTIAGO et al., 2004). CCL5/RANTES induz a expressão de IL-12 (ALIBERTI et al., 

2001) e IFN-γ (MAKINO et al., 2002). Essa quimiocina atrai diversos tipos celulares ao sítio 

inflamatório. Portanto, neste modelo de infecção, CCL5 é importante para a atração de células 

Th1, principalmente células T de memória (WEBER et al., 2001). O papel de CCL2/MCP-1 

na resistência ou susceptibilidade à infecção por L. major ainda não foi bem estabelecido. Já 

foi demonstrado que a expressão de CCL2 em macrófagos correlaciona-se com o controle do 

parasito. Contudo, células dendríticas imaturas migram para o sítio de infecção por L. major 

atraídas por CCL2. Dessa forma, o antígeno e o infiltrado inflamatório se mantêm em tecidos 

periféricos (STEIGERWALD; MOLL, 2005). Em camundongos BALB/c, há expressão de 

CCL2 por macrófagos (RACOOSIN; BEVERLEY, 1997) e camundongos dessa mesma 

linhagem deficientes de CCL2 são mais resistentes ao parasito (GU et al., 2000). Por outro 

lado, a deficiência do receptor de CCL2 está associada à susceptibilidade à L. major 
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(QUINONES et al., 2007; SATO et al., 2000). Em humanos, CCL2 foi relacionado à 

resistência à leishmaniose (RITTER et al., 1996; RITTER; MOLL, 2000).  

 A infecção por L. major em camundongos BALB/c configura o protótipo de 

susceptibilidade, pois a resposta imunológica desenvolvida nesses animais não confere 

proteção contra os parasitas intracelulares. A resposta Th2 se desenvolve a partir da produção 

de altos níveis da citocina IL-4, estímulo para a ativação de STAT-6 que leva à diferenciação 

dos linfócitos T para o fenótipo Th2. As células T com TCR Vβ4/Vα8 são os maiores 

produtores de IL-4 no camundongo BALB/c infectado com L. major. IL-4 inibe a produção de 

IL-12 e a expressão do seu receptor IL-12Rβ2 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 resistência à L. 

major (HEINZEL et al., 1993a) e o tratamento de camundongos dessa mesma linhagem com 

anti-IL-10 ou a deleção do gene desta citocina permitiu a cura da infecção (ANDERSON; 

MENDEZ; SACKS, 2005; NOBEN-TRAUTH et al., 2003). IL-13 compartilha algumas 

funções biológicas com IL-4, como a geração de células Th2 (CHOMARAT; 

BANCHEREAU, 1998), e está envolvida na susceptibilidade à L. major. Entretanto, foi 

demonstrado que o camundongo C57BL/6 é susceptível à linhagem de L. major LV39 mesmo 

desenvolvendo a resposta Th1 e não produzindo IL-4 e IL-13. A resistência observada após 

inibição de IL-10 neste animal confirmou o papel dessa citocina na permissividade ao parasito 

(ANDERSON; MENDEZ; SACKS, 2005). IL-10 tem ação supressora e regulatória, inibe as 

funções de macrófagos e células dendríticas ativadas como a produção de IL-12 e a expressão 

de moléculas co-estimulatórias e do MHC de classe II (Revisto por O'GARRA, 2007). Além 

disso, IL-10 suprime as respostas ao IFN-γ e desativa os mecanismos leishmanicidas dos 

macrófagos mediados por IFN-γ (MOORE et al., 2001). IL-10 e IL-4 têm a capacidade de 

regular a ativação dos macrófagos mediada por IFN-γ (LIEW et al., 1989). TGF-β também é 

conhecida como uma citocina regulatória que pode atuar favorecendo a manutenção da 

Leishmania no organismo do hospedeiro. O efeito do TGF-β tem sido associado à inibição 

das funções dos macrófagos importantes para a eliminação do parasito como a produção de 

NO levando à progressão das lesões (LI; HUNTER; FARRELL, 1999). TGF-β pode agir 

também diretamente sobre as células T inibindo a expressão de T-bet bloqueando a 

diferenciação para o fenótipo Th1 (GORELIK; CONSTANT; FLAVELL, 2002).  
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 Outro fator envolvido na persistência da Leishmania nas linhagens de camundongos 

susceptíveis é a ativação da enzima arginase I nos macrófagos infectados. As citocinas IL-4, 

IL-10 e TGF-β são indutoras dessa enzima (BOUTARD et al., 1995; CORRALIZA et al., 

1995). A hidrólise da L-arginina pela arginase gera uréia e ornitina, esta última utilizada para 

síntese de poliaminas, que podem ser captadas pelo parasito e utilizadas como substratos para 

crescimento e proliferação (ROBERTS et al., 2004a). Já foi demonstrado que o crescimento 

de L. major in vitro no interior dos macrófagos é aumentado sob a indução de arginase I 

(INIESTA et al., 2002b), logo a inibição da enzima tem o efeito oposto (INIESTA; GOMEZ-

NIETO; CORRALIZA, 2001). A indução da atividade de arginase in vivo foi correlacionada à 

susceptibilidade à infecção. Em camundongos BALB/c, a expressão de arginase foi induzida 

por IL-4 e associada ao aumento do edema na lesão. Em contraste, no camundongo C57BL/6, 

o estabelecimento de uma resposta protetora restaura os níveis basais da enzima ao longo do 

processo de resolução das lesões (INIESTA et al., 2005).  

 Ao longo dos anos, tornou-se claro que não apenas a resposta Th2 integrava o 

contexto imunológico responsável pela susceptibilidade a L. major. Isso foi possível a partir 

da percepção do papel das citotinas IL-10 e TGF-β e da identificação das células T 

regulatórias, principais fontes dessas moléculas em camundongos e humanos (BELKAID, 

2003). IL-10 não é uma citocina cuja expressão está associada ao fator de transcrição GATA-

3, importante para a expressão 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 regulatórias naturais. Tais células apresentam alta expressão do fator de transcrição Foxp3 e 

de CD25 (cadeia α do receptor de IL-2). Elas suprimem várias respostas potencialmente 

patogênicas, especialmente as respostas de células T contra auto-antígenos (SACKS; 

ANDERSON, 2004). Essas células têm a habilidade de suprimir a resposta Th1 específica 

contra Leishmania e, em camundongos resistentes, impedem a cura estéril pela produção de 

IL-10 (BELKAID et al., 2002). Na infecção por L. major no camundongo C57BL/6, as 

células CD25+ mantêm a memória imunológica via mecanismos dependentes ou não de IL-10 

(BELKAID et al., 2002). O tratamento de camundongos BALB/c com anti-CD25 nas 

primeiras quatro semanas de infecção com L. major os tornou menos susceptíveis (HEINZEL 

et al., 1993a). Um achado extremamente interessante foi a detecção de grande quantidade de 

células produtoras de IFN-γ e células CD25+ na orelha de camundongos C57BL/6 infectados 

com L. major da linhagem NIH/Seidman que, nesses animais, provocava lesões que não 

curavam (SACKS; ANDERSON, 2004; ANDERSON et al., 2005). Células T regulatórias 
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têm a capacidade de suprimir a proliferação de outras populações de células T (SHEVACH, 

2002). 

 Como exposto previamente, a leishmaniose é um problema de saúde pública mundial. 

Independente desse fato, o uso das estatinas tem se expandido vertiginosamente em todo o 

mundo. Não se sabe ainda qual impacto da terapia prolongada em pessoas portadoras de 

doenças infecciosas crônicas como a leishmaniose diante do potencial imunossupressor das 

estatinas. A maioria dos estudos envolvendo inibidores da HMG-CoA redutase não tem esse 

foco. Portanto, a pesquisa clínica e experimental que investigue se há interação entre doenças 

infecciosas, seus agentes etiológicos e estatinas é de extrema importância para assegurar que a 

expansão do uso desses fármacos não ofereça maiores riscos para os pacientes. Diante disso, 

nossa hipótese era que a atorvastatina, por meio de algum de seus mecanismos 

imunomoduladores e imunossupressores, seria capaz de comprometer o controle da infecção 

experimental por Leishmania em um hospedeiro naturalmente resistente.   

 Em nosso trabalho, estudamos o efeito do tratamento a longo prazo com atorvastatina, 

fármaco com propriedades antiinflamatórias e imunomoduladoras, em camundongos da 

linhagem C57BL/6 infectados com L. major, parasito ao qual tais animais são naturalmente 

resistentes. Primeiramente, avaliamos o comportamento do parasito no hospedeiro frente ao 

tratamento pela quantificação do parasitismo tecidual na lesão. Em seguida, para avaliar se o 

fármaco interferiu no perfil da resposta imunológica do hospedeiro, analisamos a produção de 

citocinas no sítio de infecção e no linfonodo drenante, medimos a produção de anticorpos 

séricos específicos anti-leishmania e investigamos as populações celulares prevalentes no 

linfonodo drenante pela pesquisa de células T regulatórias, células apresentadoras de 

antígenos e linfócitos por citometria de fluxo. Finalmente, na tentativa de elucidar possíveis 

mecanismos pelos quais a atorvastatina poderia interferir no controle do parasito dosamos a 

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

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Investigar o efeito da atorvastatina sobre o perfil de resistência imunológica do 

camundongo C57BL/6 contra a infecção por Leishmania major. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

 

 Em camundongos C57BL/6: 

 

1- Investigar o efeito da atorvastatina sobre o curso de infecção na pata por Leishmania major  

 

2- Investigar o efeito da atorvastatina na resposta imune a Leishmania major 

 

3- Investigar possíveis mecanismos relacionados aos efeitos da atorvastatina na infecção e na 

resposta imune a Leishmania major 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS: 

 

 

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, 

São Paulo, SP, Brasil) diluído 1:100 em dias alternados, desde a entrada até o décimo dia no 

biotério experimental do Laboratório de Gnotobiologia e Imunologia (LGI). Os animais 

também receberam Ricobendazol (Ouro Fino, Ribeirão Preto, SP, Brasil) diluído 1:200 por 

via oral no primeiro dia e no décimo dia, pelo menos uma semana antes do início dos 

experimentos. Durante os experimentos, os animais foram mantidos no biotério do LGI. 

Foram oferecidas ração convencional para camundongos (Labina, Purina, Paulínea, SP, 

Brasil) e água filtrada ad libitum. A temperatura e o fotoperíodo da sala eram controlados. A 

limpeza das gaiolas foi realizada a cada sete dias. Todos os procedimentos foram avaliados e 

aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFMG (protocolo 046/05). 

 

 

3.2 PARASITO 

 

 

 Foi utilizado um clone de Leishmania major de referência da Organização Mundial de 

Saúde, 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 100µg/mL (GIBCO BLR Life Technologies) . A 

cultura de L. major foi mantida em estufa de 25ºC, os repiques foram feitos a cada dois ou 

três dias de cultivo. Quando necessário, as formas promastigotas em fase logarítmica de 

crescimento (3 dias de cultura) eram criopreservadas no meio de cultura enriquecido com 

DMSO (Grupo Química, Penha, RJ, Brasil) a 10% (v/v) a 70º C. A cultura era mantida por até 
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10 repiques, quando, então, era renovada com parasitos criopreservados ou recém isolados de 

infecções in vivo de camundongos BALB/c.  

 Em condições estéreis, os inóculos foram preparados de culturas com cinco dias, fase 

estacionária do crescimento in vitro, época em que a cultura está rica de formas promastigotas 

metacíclicas viáveis, ou seja, formas infectivas. O meio de cultura com Leishmania em fase 

estacionária foi centrifugado a 1500 x g a 4º C por 15 minutos. O sobrenadante foi, então, 

desprezado e o sedimento recuperado em 2 mL de salina tamponada com 0,01 M de fosfato de 

sódio pH 7,2 (PBS). Em seguida, as formas promastigotas metacíclicas foram separadas por 

gradiente de Ficoll (Ficoll® 400, Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EUA). Em um tubo 

cônico 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 soluções, formando duas fases 

distintas (gradiente de Ficoll). Finalmente, a suspensão de Leishmania, obtida pela 

recuperação do sedimento em 2 mL de PBS, foi acrescentada escoando com cuidado pela 

parede do tubo, formando uma terceira fase. Essa mistura trifásica foi centrifugada a 800 x g 

por 10 min a 4°C. Formou-se um anel branco e todo o sobrenadante acima dele, 

correspondendo às fases Ficoll 10% e Leishmania em PBS, foi coletado com o auxílio de uma 

pipeta. Em outro tubo, adicionaram-se 10mL de PBS ao sobrenadante coletado e essa 

suspensão foi centrifugada a 1500 x g por 15 minutos a 4º C. O sobrenadante formado foi 

desprezado e o sedimento foi recuperado em 2mL de PBS.  

 Foi retirada uma alíquota, diluída 1:100 em PBS contendo formalina a 4% e o número 

de parasitos foi contado em Câmara de Neubauer.  

 

 

3.3 INFECÇÃO POR LEISHMANIA MAJOR 

 

 

Os camundongos foram inoculados com 1 x 106 parasitos num volume total de 40 µL 

no coxim plantar de ambos os pés. O desenvolvimento da lesão foi acompanhado 

semanalmente, pela medição das patas com um paquímetro (Digimess, São Paulo, SP, Brasil). 

A média da medida da pata normal de camundongos não infectados foi subtraída da medida 

da pata infectada para a obtenção do tamanho da lesão.  
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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 suspensão. Os comprimidos foram macerados e o pó 

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 infecção com L major na pata traseira. 

Em outro grupo, o tratamento foi iniciado 14 dias após a infecção. O sacrifício dos animais foi 

feito após 10 semanas de infecção. Após a avaliação desses esquemas de tratamento, o 

segundo esquema foi mantido e os animais foram tratados todos os dias no mesmo horário por 

volta de 7 horas da noite. Nesse terceiro esquema de tratamento, os animais foram 

sacrificados também na quarta e oitava semanas de infecção. Animais não infectados 

receberam PBS ou atorvastatina segundo o terceiro protocolo de tratamento e sacrificados 

após os mesmos períodos de tratamento dos animais infectados. 

 

 

3.5 QUANTIFICAÇÃO DE PARASITOS NA PATA POR DILUIÇÃO LIMITANTE 

 

 

 O número de parasitos na pata infectada por L. major foi determinado por meio da 

técnica de diluição limitante (VIEIRA et al., 1996) em uma suspensão de células obtidas de 

lesão. Foi retirado o coxim plantar das patas traseiras dos animais infectados. Esse tecido da 

lesão foi pesado em microtubos, cujo peso foi previamente mensurado em balança de precisão 

e registrado. O peso do tecido da pata foi obtido pela subtração do valor do peso do tubo 

contendo o fragmento da lesão pelo valor do peso do tubo vazio. Em seguida, as amostras 

foram maceradas em triturador de vidro em PBS. Então, o material macerado foi centrifugado 

a 50 x g por 1 minuto para separar os fragmentos de tecido da suspensão contendo as 

amastigotas. O sobrenadante foi transferido para um tubo cônico e centrifugado a 2000 x g a 

4°C por 15 minutos. Após esta última centrifugação, 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 100µg/mL (GIBCO BLR Life 

Technologies), na proporção de 10 µL/mg de tecido. As amostras foram aplicadas em 

duplicata em placas de 96 poços e foram diluídas sucessivamente ao longo da placa na 

proporção de 1:10. A média do log10 negativo do título de parasitos foi calculada sete dias 

após o início da cultura a 25°C. O título é a última diluição em que foram visualizados 

parasitos.  

 

 

3.6 ANTÍGENO DE LEISHMANIA MAJOR 

 

 

  O antígeno particulado para estímulo da cultura de células de baço e linfonodo e 

sensibilização da placa de ELISA para dosagem de anticorpos IgG1 e IgG2a no soro foi 

obtido a partir de culturas em fase estacionária. As promastigotas foram lavadas em PBS 

estéril três vezes. O sedimento foi ressuspendido em PBS estéril e o número de parasitos 

ajustado para 108 parasitos/mL. O antígeno foi obtido após uma seqüência de cinco ciclos de 

congelamento a -70ºC e descongelamento em banho-maria a 37ºC. A dosagem de proteínas 

que compõem o extrato antigênico foi realizada pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951) 

modifidacado por Johnstone & Thorpe (1982) e o volume ajustado para 1 mg de proteína/mL 

de suspensão, que foi então estocado em alíquotas de 1 mL, congelado a -20ºC e 

descongelado no momento do uso. 

 

 

3.7 CULTURA DE CÉLULAS DE LINFONODO  

 

 

Os animais foram sacrificados por decapitação e o sangue recolhido em tubos cônicos 

de 15mL para a obtenção do soro. Os linfonodos foram removidos e depositados em 2 mL de 

PBS, sendo mantidos em gelo. Em seguida, os órgãos foram macerados em triturador de vidro 

e centrifugados a 700 x g por 10 min a 4ºC. 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 µg/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 microscópio e a contagem foi realizada utilizando a 

Câmara de Neubauer. As células foram colocadas em cultura na proporção de 5x106 

células/mL em placas de vinte e quatro poços em presença ou não de antígeno particulado de 

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

 

 

3. 8 EXTRAÇÃO DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS NO TECIDO DA PATA  

 

 

O coxim plantar dos animais infectados e não infectados foi retirado e congelado a -

70ºC para posterior dosagem de citocinas e quimiocinas. Após 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 benzetônio , 

10 mM de EDTA e 20 KIU (unidade inibitória de calicreína) de aprotinina em 100mL, na 

relação de 1 mg de tecido por 10µL de tampão. O tecido foi, então, macerado e centrifugado a 

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

 

 

3.9 DOSAGEM DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS POR ELISA 

 

 

As placas de ELISA foram cobertas e incubadas a 4ºC durante o período noturno com 

os anticorpos de captura desenvolvidos em cabra anti-IFN-γ, anti-TNF-α, anti-TGF-β, anti-

IL-10, anti IL-4, anti-CCL2/MCP-1 ou anti-CCL5/RANTES (Duoset, RD Systems, 

Minneapolis, MN, EUA) diluídos em tampão de revestimento (8,4g/mL de NaHCO3; 5,8g/mL 

de NaCl em água destilada; pH 9,6) em um volume total de 100 µL/poço nas concentrações 

definidas pelo manual do fabricante. Após o período de incubação, as placas foram lavadas 4 

vezes com tampão 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 

µL/poço. Após um novo ciclo de lavagem, foi feita a diluição das amostras e dos padrões em 

solução diluente (BSA 0,1% e Tween 20 0,1% em PBS, pH 7,4), num volume total de 100 

µL/poço e incubadas durante a noite a 4ºC. As amostras foram diluídas nas seguintes 
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proporções: 1:3 para IL-4, IL-10, TGF-β e CCL2; 1:5 para IFN-γ, TNF-α e CCL5. Após um 

novo ciclo de lavagem, anticorpos de captura biotinilados (RD Systems) produzidos em cabra 

foram usados como segundos anticorpos na concentração definida pelo manual do fabricante 

em solução diluente e incubados à temperatura ambiente por 2 horas num volume de 100 

µL/poço. Após esse período de incubação e novo ciclo de lavagem, estreptavidina conjugada 

com peroxidase foi adicionada à placa na proporção 1:4000 em solução diluente num volume 

de 100 µL/poço e incubada à temperatura ambiente por 30 minutos. A placa foi lavada 

novamente e adicionou-se a solução do substrato OPD (o-fenileno-diamina 1mg/mL, Sigma 

Chemical Co.) e H2O2 a 0,005% em tampão citrato-fosfato ( 0,15M, pH 5,0) acompanhando-

se a formação da cor. A reação foi interrompida após 15 a 20 minutos de incubação com 

50 µL/poço de H2SO4 1 M. A leitura das placas foi feita a 492 nm em espectrofotômetro. A 

sensibilidade do ensaio para a dosagem de foi 16 pg/mL para TGF-β, IL-4 e IFN-γ, 32 pg/mL 

para RANTES e TNF-α e 4 pg/mL para MCP-1. 

 

 

3.10 IMUNOMARCAÇÃO E CITOMETRIA DE FLUXO 

 

 

 Linfonodos poplíteos foram coletados na oitava semana de infecção ou sexta semana 

de tratamento dos animais não infectados e, posteriormente, macerados para a obtenção de 

células para imunomarcação. Após o isolamento das células, estas foram transferidas em 

placas de 96 poços a uma concentração de 5x105 células/poço num volume final de 50 µL em 

PBS pH 7,2. As células foram lavadas com PBS (centrifugadas por 10 minutos a 400 x g a 

4ºC) e, em seguida, ressuspendidas e incubadas com 30 µL/poço de solução de bloqueio (PBS 

pH 7,2 com 10% de soro normal de camundongo singênico inativado contendo 0,5 % de BSA 

(Sigma-Aldrich) e 2mM de NaN3). Posteriormente, as células foram lavadas com 150µL de 

PBS e incubadas durante 30 min a 4ºC com anticorpos para marcação de moléculas de 

superfície (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) diluídos de acordo 

com as orientações do fabricante em uma solução de Wash B (PBS, 0,5% de BSA, 2mM de 

NaN3) e PBS numa proporção de 1:1. Os controles de isotipos usados foram IgG1, IgG2a e 

IgG2b de rata (Pharmingen). Após esse período, as células foram lavadas duas vezes com 
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150µL de PBS pH 7,2, ressuspendidas e fixadas com 200 µL de formol ao 2% (Sigma-

Aldrich). Posteriormente, foram transferidas para tubos de leitura exceto aquelas que seriam 

submetidas à marcação intracelular. Após 20 min de fixação a temperatura ambiente, essas 

células foram lavadas duas vezes e permeabilizadas durante 15 min com 150 µL de uma 

solução contendo saponina (Wash B, 0,5% de saponina, Sigma Chemical Co.). Em seguida, 

realizou-se um novo ciclo de centrifugação e adicionaram-se 15 µL/poço do anticorpo anti-

Foxp3 (clone FJK-16S e-Bioscience, San Diego, CA, EUA) e o controle negativo IgG1-PE 

diluídos em tampão de permeabilização. As células foram incubadas à temperatura ambiente 

por 20 a 30 minutos. As células foram submetidas a 3 processos de lavagem: com 

150 µL/poço de tampão de permeabilização, Wash B e PBS sucessivamente. Finalmente, 

foram fixadas com 200 µL de formol 2% e transferidas para tubos de leitura. Os linfócitos 

foram identificados por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) característicos. Vinte mil 

células foram analisadas para cada amostra. Os dados foram coletados usando o citômetro de 

fluxo FACSCan (Becton Dickinson, Mountain View, CA, EUA) e analisados pelo software 

FlowJo (Tree Star, Inc., Ashland, EUA).  

 

 

3.11 PREPARO DO SORO PARA DOSAGEM DE ANTICORPOS 

 

 

Os animais foram sacrificados por decaptação, o sangue foi coletado na região 

cervical, em seguida foi centrifugado a 800 x g por 10 minutos. O soro, sobrenadante, foi 

coletado e congelado a -20 ºC para posterior dosagem de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-

Leishmania major. 

 

 

3.12 DOSAGEM DE ANTICORPOS ANTI-LEISHMANIA MAJOR NO SORO 

 

 

 As placas foram sensibilizadas com antígeno de L. major 10 µg/mL diluído em tampão 

de carbonato (0,05 M, pH 9,4) num volume de 100 µL/poço e incubadas durante o período 

noturno a 4ºC. No dia seguinte, os poços foram lavados 5 vezes com tampão de lavagem 

(PBS contendo 0,05 % de Tween 20). Em seguida, foi adicionada a solução de bloqueio (BSA 
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1 % em PBS) num volume de 200 µL/poço. As placas foram incubadas a 37ºC por 1 hora. 

Após um novo ciclo de lavagem, as amostras foram aplicadas na placa na diluição de 1:50 em 

PBS/BSA 1%. Após 2 horas de incubação a 37ºC, executou-se um novo ciclo de lavagem. 

Então, adicionaram-se os anticorpos anti-IgG de camundongo produzidos em cabra. Anti-

IgG1 (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, AL, EUA), diluído 1:20000 e anti-

IgG2a (Southern Biotechnology Associates), diluído 1:2500 em PBS/BSA 1% e utilizou-se 

um volume de 100 µL/poço. Após a incubação de 1 hora a 37ºC, executou-se um novo ciclo 

de lavagem. Em seguida, adicionou-se anticorpo anti-imunoglobulina de cabra produzido em 

coelho e conjugado com estreptavidina peroxidase. Após a incubação de 1 hora a 37ºC, 

executou-se o último ciclo de lavagem. As placas foram lavadas 10 vezes. Finalmente, 

adicionou-se a solução do substrato OPD (1 mg/mL) e H2O2 a 0,005% em tampão citrato-

fosfato (pH 5,0) acompanhando-se a formação da cor. A reação foi interrompida após 15 a 20 

minutos de incubação com 30 µL/poço de H2SO4 1 M. 

 

 

3.13 OBTENÇÃO E CULTURA DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS RESIDENTES 

 

 

Para obtenção de macrófagos da cavidade peritoneal os animais foram sacrificados 

por decapitação, em seguida, foram-lhe injetados, rapidamente, na cavidade peritoneal, 10 mL 

de meio RPMI 1640 estéril (Sigma Chemicals Co.), com o auxílio de uma agulha de calibre 

0,80 x 25 mm, acoplada a uma seringa. O maior conteúdo possível foi aspirado com a mesma 

seringa e as células foram centrifugadas a 350 x g, por 10 minutos a 4°C. Após 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 µg/mL (GIBCO BLR Life Technologies) e 0,1% de solução de 

β-mercaptoetanol (Sigma Chemical Co.). As células foram contadas em câmara de Neubauer, 

e a concentração final foi ajustada em 1x106 células/mL para cultura em placa de 24 poços. A 

incubação foi realizada em estufa com atmosfera umidificada, contendo 5% de CO2, a 37°C. 

Após 24hs, em condições de esterilidade, foi coletada uma alíquota do sobrenadante para a 

dosagem de TNF-α por ensaio biológico. A cultura foi mantida até 48hs quando foram 

separados os macrófagos para o ensaio da atividade de arginase e o sobrenadante para a 

dosagem da produção de óxido nítrico.  
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3.14 DOSAGEM DE PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO 

 

 

As células peritoneais obtidas de camundongos infectados foram incubadas em 

placas de 24 poços, por 48hs, na concentração de 1 x 106 células por mL na presença de IFN-γ 

50 U/ml, (Sigma-Aldrich, Inc.) ou IL-4 40 U/ml. A produção de óxido nítrico 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 macrófagos peritoneais foi medida como 

previamente descrita por Corraliza (CORRALIZA et al., 1994), com algumas modificações. 

Brevemente, os macrófagos peritoneais foram obtidos de camundongos em diferentes tempos 

de infecção, como descrito anteriormente, e plaqueados, por 48 hs, em placas de 24 poços na 

concentração de 1 x 106 células por mL. Após a remoção do sobrenadante, as células foram 

incubadas com 100 µl de Triton X-100 por 30 min sob agitação. A arginase foi ativada com 

100 µl de MnCl2 10 mM e Tris-HCl 50 mM (pH 7,5) a 55°C por 10 min. A seguir a amostra 

foi diluída 1:5 em outra placa de 24 poços. Para reação da enzima, foram adicionados às 

amostras 50 µl de L-arginina 0,5 mM (pH 9,7) e incubadas a 37°C por 60 min. A reação foi 

parada com 400 µl de uma mistura de ácido H2SO4:H3PO4:H2O (1:3:7). Subseqüentemente, 

25 µl de uma solução de 1-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 incubação no escuro, 200 µl de cada amostra foi transferida para uma placa de 

96 poços e a leitura foi feita a 540 nm. A curva padrão foi feita usando uma solução de uréia a 

1 mg/ml diluída 1:2 sucessivamente. 
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3.16 DOSAGEM DE TNF-αααα POR ENSAIO BIOLÓGICO 

 

 

A produção de TNF-α no sobrenadante de cultura de macrófagos peritoneais foi 

dosada por meio da técnica de ensaio biológico descrita por Lattime et al. (1988) modificada 

de Mosmann (1983) utilizando células WEHI-164 sensíveis ao TNF-α.  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 µg/mL (GIBCO BLR Life Technologies), piruvato de sódio a 

100 mM (GIBCO-Invitrogen Corporation, Grand Island, NY, EUA) e solução de aminoácidos 

não essenciais 10 mM (GIBCO-Invitrogen Corp.). Os repiques eram feitos a cada 2 a 3 dias a 

uma concentração de 2,5 x 104 células/ml. 

Após 24 horas de incubação, foram recolhidas alíquotas do sobrenadante da cultura 

dos macrófagos peritoneais em duplicata. Essas amostras ficaram conservadas a -70°C em 

placas de 96 poços. Para a realização do ensaio, o sobrenadante coletado foi diluído na 

proporção de 1:4 e 1:16 em meio de cultura para células WEHI. O padrão de TNF-α 

recombinante 250 pg/µL também foi diluído em duplicata 1:4 em série no meio de cultura 

para células WEHI numa placa de 96 poços. Em alguns poços, foram colocados 150 µL de 

meio (branco-meio). Em seguida, adicionou-se em cada poço 50 µL da suspensão contendo 

células WEHI (1 x 106 células/mL) contendo 0,75 µg/mL de actinomicina D (Sigma-Aldrich) 

(exceto nos poços designados branco-meio). Em alguns poços, foram colocados 100 µL de 

meio e 50 µL de suspensão de células (branco-células). As placas foram incubadas a 37°C em 

estufa com atmosfera úmida contendo 5% de CO2 por 24 horas. Após a incubação, 

adicionaram-se 20 µL de solução de MTT (brometo de 3-[4,5]-dimetiltiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazólio, Sigma-Aldrich) 2,5 mg/mL em PBS. As placas foram novamente incubadas 

nas condições descritas acima por 4 horas. Em seguida, foram adicionados 100 µL de SDS 

10% em HCl 0,01 M por poço, seguiu-se uma nova etapa de incubação por 16 horas. A leitura 

foi feita em espectrofotômetro para leitura de microplacas (Spectra Max 190-Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, EUA) a 595 nm. Os poços designados como branco-meio 

forneceram a leitura mais baixa e os poços designados como branco-células, a leitura mais 

alta. A curva gerada pelas diluições do padrão foi plotada utilizando a regressão log-logit. O 

limite de detecção do método é 6 x 10-5 pg/µL de TNF-α. 
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3.17 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA  

 

 

Amostras da lesão por L. major e do linfonodo poplíteo dos animais infectados foram 

removidas, fixadas em formaldeído 4% tamponado em PBS pH 7,2, desidratadas em 

concentrações crescentes de xilol, embebidas e incluídas em parafina. Foram obtidos cortes de 

3 a 5 µm de espessura. Foi realizada a coloração por hematoxilina e eosina. 

 

 

3.18 DOCUMENTAÇÃO FOTOGRÁFICA 

 

  

 As imagens obtidas ao microscópio Olympus BX51 (Olympus UK, Hertfordshire, 

Reino Unido) foram transferidas por meio de vídeo câmera colorida Cool SNAP-Procf Color 

(Media Cybernetics, Bethesda, MD, EUA) para um sistema de vídeo acoplado ao computador 

através do programa Image-Pro Express versão 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 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Diferenças entre os resultados dos parâmetros analisados para cada grupo 

experimental foram determinadas por meio do test t de Student, duas caudas, para amostras 

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

 

 

4.1 EFEITOS DA ATORVASTATINA SOBRE O CURSO DE INFECÇÃO E 

PARASITISMO TECIDUAL DOS CAMUNDONGOS INFECTADOS COM 

Leishmania. major 

 

 

 Como já foi claramente demonstrado em muitos trabalhos, as estatinas comprometem 

a função de vários componentes do sistema imunológico (ARNAUD; 

BRAUNERSREUTHER; MACH, 2005; DIOMEDE et al., 2001; GREENWOOD; 

STEINMAN; ZAMVIL, 2006; VAUGHAN; MURPHY; BUCKLEY, 1996). Decidimos, 

então, avaliar o efeito do tratamento diário a longo prazo com atorvastatina sobre a evolução 

da lesão por L. major em camundongos C57BL/6 infectados na pata. O GRAF. 1 ilustra o 

curso de infecção dos animais tratados segundo os dois primeiros protocolos descritos na 

seção Material e Métodos. Observamos que a introdução do tratamento antes da inoculação 

com L. major não interferiu de maneira significativa no curso de infecção sendo verificado 

(GRAF. 1A). Após o estabelecimento da infecção e montagem da resposta imune efetora 

contra o parasito, o tratamento com atorvastatina provocou um pequeno aumento da lesão 

observado entre a terceira e quinta semanas de infecção e, em seguida, o perfil da lesão 

continuou semelhante ao observado no grupo controle (GRAF. 1B). A partir da oitava semana 

de infecção, as patas em todos os grupos apresentaram características de evolução para 

resolução da lesão. 

Após a avaliação do efeito do tratamento com a atorvastatina no curso de infecção, 

verificamos se esse tratamento poderia interferir no controle do crescimento parasitário na 

pata. Para isso, os animais foram sacrificados na décima semana de infecção e o tecido da 

lesão foi removido para a quantificação de parasitos por diluição limitante. Esse experimento 

revelou que a atorvastatina compromete o controle parasitário 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).  

Após a análise desses resultados à luz de dados da literatura que afirmam existir uma 

correlação entre o ciclo circadiano e a atividade da enzima β-hidroxi-β-metil-glutaril 
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coenzima A redutase (DUPONT et al., 1988; EDWARDS; MUROYA; GOULD, 1972; 

JONES; SCHOELLER, 1990), questionamos se o horário de administração da atorvastatina 

poderia interferir em seu efeito sobre a infecção por L. major. Para responder a essa 

indagação, escolhemos o protocolo em que o tratamento com a atorvastatina iniciou 14 dias 

após a infecção, pois esse esquema provocou uma alteração mais significativa no curso de 

infecção (GRAF. 1B), e estabelecemos o horário 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 horário provocou aumento no tamanho da lesão na pata ao longo do curso de 

infecção (GRAF. 3). A partir da quarta semana de infecção, os animais tratados com 

atorvastatina apresentaram lesões maiores que os animais do grupo controle e essa diferença 

persistiu até a décima semana. No grupo tratado, o tamanho da lesão decaiu a partir da sétima 

semana de infecção. Como esperado, o grupo controle apresentou características de evolução 

para cura espontânea da lesão. Os animais tratados com controle de horário foram sacrificados 

com 4, 8 e 10 semanas de infecção para uma avaliação cinética dos parâmetros que seriam 

analisados em seguida.   

 Nestes três pontos do curso de infecção, também foi feita a quantificação de parasitos 

por diluição limitante. Observamos que na quarta e oitava semanas de infecção os animais 

tratados com atorvastatina apresentavam títulos de parasitos maiores que os títulos dos 

animais do grupo controle (GRAF. 4). Entretanto, na décima semana os dois grupos 

apresentavam parasitismo semelhante, apesar da diferença no tamanho da lesão entre os dois 

grupos ainda persistir neste período (GRAF. 3).  

 

 

4.2 CARACTERÍSTICAS HISTOPATOLÓGICAS DA LESÃO NA PATA PÓS- 

TRATAMENTO COM ATORVASTATINA OU PBS 

 

 

 Com o objetivo de demonstrar as características microscópicas da lesão e do infiltrado 

inflamatório nesse tecido foi feita a análise histopatológica dessas amostras. Tal análise 

revelou achados concordantes com dados da quantificação de parasitos. Na quarta semana de 

infecção, o aspecto da lesão e do infiltrado inflamatório, no aumento de 4 vezes, era 

semelhante para os dois grupos de animais (FIG. 1A e B), mas no aumento maior (40 vezes), 

foi possível observar um infiltrado contendo grande número de linfócitos e outras células 
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mononucleares, especialmente macrófagos densamente parasitados (FIG. 1C). No grupo 

controle, nesse mesmo período, foi detectada a presença mais acentuada de eosinófilos e o 

infiltrado continha grande número de linfócitos e outras células mononucleares. O parasitismo 

não foi tão acentuado quanto o do grupo tratado com atorvastatina (FIG. 1D). Na oitava 

semana de infecção, no menor aumento, o aspecto da lesão foi semelhante entre os grupos 

(FIG. 2A e B), já 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 

lesão contendo macrófagos multinucleares (FIG. 2D). No grupo controle, o infiltrado já não 

apresentou tantos eosinófilos, o parasitismo foi visivelmente menos intenso e foram 

observadas também características de regeneração tecidual (FIG. 2C). Com 10 semanas de 

infecção, verificou-se a regeneração tecidual nos dois grupos e o infiltrado inflamatório 

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 lesão e do parasitismo. Nos concentramos no 

estudo do provável efeito imunomodulador da estatina sobre a resposta imunológica do 

camundongo C57BL/6 à infecção por Leishmania major que estaria comprometendo a 

eficácia dos mecanismos de proteção característicos desse hospedeiro. 

A resposta imune no camundongo C57BL/6 à infecção por L. major é do tipo Th1. Tal 

resposta é, entre outras características, marcada pela produção de níveis elevados de citocinas 

pró-inflamatórias como IFN-γ e TNF-α que atuam, sinergicamente, na ativação de 

mecanismos leishmanicidas dos macrófagos (GREEN et al., 1990a). Portanto, o estudo da 

resposta imune no camundongo infectado com L. major e tratado com atorvastatina foi 

iniciado pela avaliação da produção dessas citocinas em culturas de células do linfonodo que 

drenava a lesão (linfonodo poplíteo). Algumas dessas culturas receberam estímulo com 

antígeno particulado de L. major.  

A produção das citocinas foi medida por ELISA no sobrenadante de cultura. 

Detectamos a produção um pouco mais acentuada de IFN-γ e TNF-α  nas culturas 

estimuladas com antígeno de L. major dos animais tratados com atorvastatina (GRAF. 5). 
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Nesse grupo, um resultado extremamente interessante foi a permanência da produção elevada 

dessas citocinas nas fases mais tardias da infecção, especialmente na décima semana. 

Também neste período, nas culturas sem estímulo, a produção dessas citocinas foi maior no 

grupo tratado (GRAF. 5).  

 A presença de citocinas características da resposta tipo 2 pode comprometer a eficácia 

de uma resposta imune potencialmente protetora contra a Leishmania major. Por isso, 

avaliamos se a atorvastatina alteraria a produção de IL-4, TGF-β e IL-10. Em um dos 

experimentos, a produção de IL-4 foi detectável com 4 e 8 semanas nas culturas estimuladas 

com antígeno de L. major, sem haver diferença entre os grupos (dados não mostrados). Esse 

resultado não se repetiu e, nos demais experimentos, essa citocina foi indetectável. Em 

relação à produção de TGF-β, foi observado, na oitava semana de infecção, um aumento no 

nível dessa citocina na cultura de células não estimuladas dos animais tratados e, na décima 

semana, na cultura de células estimuladas com o antígeno de L. major (GRAF. 6). A produção 

de IL-10 foi bastante expressiva no grupo tratado com atorvastatina especialmente na oitava e 

décima semanas de infecção tanto nas culturas estimuladas, quanto nas culturas que não 

receberam estímulo com antígeno de Leishmania. Na quarta semana, não houve um padrão 

para a produção de IL-10 no grupo tratado, essa produção é maior que a do grupo controle na 

cultura sem estímulo, mas é menor na cultura estimulada (GRAF. 6). 

Após o delineamento do perfil das citocinas, avaliamos a produção das quimiocinas 

CCL5/RANTES e CCL2/MCP-1. Observamos que a produção de RANTES também 

aumentou com o tratamento com a atorvastatina na oitava e décima semanas de infecção nas 

culturas estimuladas e, na décima semana, a produção dessa quimiocina pelo grupo tratado 

também foi elevada na cultura sem estímulo (GRAF. 7). Entre todas as proteínas analisadas 

nas culturas de linfonodos, apenas MCP-1 teve sua produção reduzida de maneira 

significativa pelo tratamento com a estatina na oitava e décima semanas de infecção (GRAF. 

7).  

Todos esses resultados descortinaram parte do quadro da resposta imune no modelo 

experimental escolhido. Para obtermos uma visão mais clara desse quadro, dosamos também 

a produção de citocinas no sítio de infecção para demonstrar o microambiente imunológico 

mais próximo aos parasitos.  

Em relação às citocinas pró-inflamatórias, um resultado bastante relevante foi a 

detecção de menor produção de IFN-γ, com 10 semanas de infecção, na pata dos animais 

tratados com atorvastatina e nenhuma diferença na produção dessa citocina nos demais 



 33

tempos avaliados (GRAF. 8). A produção de TNF-α, com 4 e 8 semanas de infecção, foi 

maior nos animais tratados e, na décima semana, os níveis dessa citocina se tornam 

semelhantes entre os grupos, quando também não há diferença em relação ao parasitismo 

(GRAF. 8). 

 Quanto ao grupo de citocinas anti-inflamatórias avaliadas, houve um decréscimo na 

produção de IL-4 na lesão ao longo do curso de infecção, mas não houve diferença entre os 

grupos (GRAF. 9). Na oitava semana de infecção, houve uma diferença expressiva na 

produção de TGF-β no grupo tratado (maior produção) em relação ao grupo controle (GRAF. 

10). Não houve diferença na produção de IL-10 nos dois primeiros tempos avaliados e na 

décima semana o grupo tratado produziu menor quantidade dessa citocina (GRAF. 10).  

No sítio de infecção, não observamos diferença em relação à produção das 

quimiocinas RANTES e MCP-1 entre os grupos estudados (Dados não mostrados).  

Nas culturas de células de linfonodo e no tecido da pata dos animais não infectados, 

não detectamos diferenças entre os grupos PBS e atorvastatina nos níveis das citocinas e 

quimiocinas analisadas (Dados não mostrados). 

Avaliamos a expressão de diversos marcadores para a caracterização das populações 

celulares predominante no linfonodo nos animais tratados com atorvastatina. Não foram 

obtidos resultados reprodutíveis quanto ao percentual de células CD4+CD25- (linfócitos T 

auxiliares), CD8+ (linfócitos T citotóxicos) e à expressão dos marcadores F4/80 (macrófagos), 

CD86 (molécula co-estimuladora presente em células apresentadoras de antígenos) e CD11c 

(presente em células NK, células dendríticas e monócitos) e Foxp3 (células T regulatórias). 

Entretanto, um resultado extremamente interessante foi a detecção de um maior percentual de 

células T regulatórias CD4+CD25high entre as células CD4+CD25+ no linfonodo nos animais 

tratados e sacrificados na oitava semana de infecção, período em que o parasitismo na pata é 

maior (GRAF. 11A). Esse resultado também foi demonstrado pela análise da intensidade 

média de fluorescência obtida para o anticorpo anti-CD25 dentro da população 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 regulatórias. 

Além da avaliação da produção de citocinas, utilizamos outro parâmetro para ilustrar o 

perfil da resposta imunológica pela dosagem do nível 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. Não houve diferença entre os grupos quanto à produção desses 

anticorpos (GRAF. 12). Entre a quarta e oitava semanas, há um crescimento no nível dos dois 
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anticorpos nos dois grupos. Até a décima semana, a produção de IgG1 é constante e de IgG2a 

continua crescente em ambos os grupos.  

 

 

4.4 EFEITO DO TRATAMENTO COM ATORVASTATINA SOBRE A ATIVIDADE 

DAS ENZIMAS ARGINASE I E iNOS EM MACRÓFAGOS 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 proliferação do 

microorganismo no sítio de infecção pela dosagem da atividade de arginase I e NOS II 

(iNOS). As duas enzimas, arginase I e iNOS, competem pelo mesmo substrato, arginina, e 

geram, respectivamente, os seguintes produtos: ornitina, favorável ao parasito, e óxido nítrico, 

letal ao parasito (GREEN et al., 1990c; INIESTA et al., 2002a; ROBERTS et al., 2004a). 

Avaliamos a atividade da arginase em culturas de macrófagos peritoneais obtidos dos 

camundongos infectados com L. major e tratados ou não com atorvastatina. Um resultado 

surpreendente foi a elevada atividade de arginase na quarta e na oitava semanas de infecção 

nos animais tratados com atorvastatina quando comparados ao grupo controle (GRAF. 13). 

Esse aumento de atividade foi observado tanto em culturas de macrófagos não estimuladas 

(GRAF. 13A) quando em culturas que receberam estímulo com IL-4 (GRAF. 13B), citocina 

abundante na resposta Th2 ou com IFN-γ (GRAF. 13C), abundante na resposta Th1. A 

presença do IFN-γ na cultura diminuiu um pouco a atividade da enzima, mas não foi 

suficiente para eliminar a diferença entre os grupos. Na décima semana, os níveis da atividade 

de arginase tendem a se equalizar e há uma inversão entre os grupos especialmente quando a 

cultura foi estimulada com IFN-γ. A atividade da enzima óxido nítrico sintase foi medida 

indiretamente pela produção de nitrito no sobrenadante da cultura de macrófagos. Assim, 

quanto maior a produção de nitrito, maior a atividade da óxido nítrico sintase. Observamos 

que a atividade dessa enzima diminuiu ao longo do curso de infecção de maneira mais 

marcante no grupo tratado com a atorvastatina que apresentou uma diferença mais expressiva 

em relação ao grupo controle na quarta semana de infecção, produzindo maiores níveis de 

nitrito (GRAF. 14). Na oitava semana, nas culturas sem estímulo (GRAF. 14A) e estimuladas 

com IL-4 (GRAF. 14B), a produção de nitrito pelos dois grupos foi bastante semelhante, 



 35

entretanto, no grupo tratado com atorvastatina a atividade da óxido nítrico sintase ainda era 

um pouco maior até se igualar à do grupo controle na décima semana. O estímulo com 

IFN−γ provocou um considerável aumento na atividade de óxido nítrico sintase nas culturas 

de macrófagos do grupo tratado com atorvastatina com 4 e 8 semanas de infecção (GRAF. 

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

 

 

4.5 TRATAMENTO IN-VIVO COM ATORVASTATINA ALTERA A PRODUÇÃO 

DE TNF-αααα EM CULTURA DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE 

CAMUNDONGOS C57BL/6 INFECTADOS COM Leishmania major 

 

 

Finalmente, analisamos também a produção de TNF-α no sobrenadante de cultura dos 

macrófagos peritoneais e observamos pequenas oscilações nos níveis dessa citocina ao longo 

do curso de infecção (GRAF. 15). Foi observada uma diminuição mais marcante na produção 

de TNF-α pelos macrófagos dos animais infectados dos dois grupos experimentais na oitava 

semana de infecção nas culturas não estimuladas (GRAF. 15A) e nas culturas com adição de 

IL-4 (GRAF. 15B). Entretanto, nas culturas estimuladas com IFN-γ a produção de TNF-α 

teve um aumento mais importante na oitava semana no grupo que recebeu PBS (GRAF. 15C). 

Esse tempo coincidiu com o período em que foi detectado parasitismo mais acentuado no 

grupo tratado com atorvastatina. Nas culturas de macrófagos dos animais não infectados não 

foi detectada diferença na produção de TNF-α entre os grupos estudados (Dados não 

mostrados). 
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GRÁFICO 1- Efeito do tratamento diário com atorvastatina no curso de infecção por L. major em 
camundongos C57BL/6 infectados na pata.  

              Os camundongos foram infectados com 1x106 L. major na forma estacionária metacíclica 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 infecção. (B) O tratamento iniciou 14 
dias depois da infecção. A medida das patas foi aferida semanalmente com paquímetro. O 
tamanho da lesão foi obtido subtraindo-se a medida da pata infectada pela média da medida de 
patas de animais não infectados. Cada ponto representa a média de 4 a 8 animais ± erro padrão. 
As setas indicam o início do tratamento. O asterisco indica p< 0,05. Experimento repetido com 
resultados similares. 
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GRÁFICO 2 - Quantificação de parasitos na lesão por L. major em camundongos C57BL/6 tratados 
diariamente com atorvastatina ou PBS. 

                Os camundongos foram infectados com 1x106 L. major na forma estacionária metacíclica 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 infecção. Os 
animais foram sacrificados com 10 semanas de infecção. As patas foram removidas para a 
determinação da carga parasitária. A quantificação de parasitos foi determinada 
individualmente e as médias das diluições máximas de cada grupo foram expressas pelo 
logaritmo negativo do título (última diluição positiva). Barras representam a média ± desvio 
padrão de 4 animais por grupo. * p< 0,05. Experimento repetido com resultados similares. 
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GRÁFICO 3 - Efeito do tratamento diário à 7hs da noite com atorvastatina no curso de infecção por L. 

major em camundongos C57BL/6 infectados na pata.  

              Os camundongos foram infectados com 1x106 L. major na forma estacionária metacíclica na pata 
traseira e tratados diariamente às 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 infecção. A medida das patas 
foi aferida semanalmente com paquímetro. O tamanho da lesão foi obtido subtraindo-se a 
medida da pata infectada pela média da medida de patas de animais não infectados. Cada ponto 
representa a média de 4 a 8 animais ± erro padrão. As setas indicam o início do tratamento. * p< 
0,05. Experimento repetido com resultados similares. 
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GRÁFICO 4: Quantificação de parasitos na lesão por L. major em camundongos C57BL/6 tratados 
diariamente à noite com atorvastatina ou PBS.  
Os camundongos foram infectados com 1x106 L. major na forma estacionária metacíclica na pata 
traseira e tratados diariamente à noite com 10 mg/kg de atorvastatina por via oral. PBS foi 
utilizado como controle. O tratamento iniciou 14 dias depois da infecção. Os animais foram 
sacrificados com 4, 8 e 10 semanas de infecção. As patas foram removidas para a determinação 
da carga parasitária. A quantificação de parasitos foi determinada individualmente e as médias 
das diluições máximas de cada grupo foram expressas pelo logaritmo negativo do título (última 
diluição positiva). Barras representam a média ± desvio padrão 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 - Análise histopatológica da lesão por L. major após 4 semanas de infecção de animais tratados 
diariamente à noite com atorvastatina ou PBS. 
 Os camundongos foram infectados L. major na pata traseira e tratados diariamente à noite com 10 
mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. O tratamento iniciou 14 dias depois da infecção. Os 
animais foram sacrificados com 4 semanas de infecção. As patas foram removidas para a análise 
histopatológica após inclusão em parafina e coloração por Hematoxilina e Eosina. (A e C) Lesão 
em camundongos tratados com PBS. (B e D) Lesão 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 - Análise histopatológica da lesão por L. major após 8 semanas de infecção de animais tratados  
diariamente à noite com atorvastatina ou PBS.  
Os camundongos foram infectados L. major na pata traseira e tratados diariamente à noite com 10 
mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. O tratamento iniciou 14 dias depois da infecção. Os 
animais foram sacrificados com 8 semanas de infecção. As patas foram removidas para a análise 
histopatológica após inclusão em parafina e coloração por Hematoxilina e Eosina. (A e C) Lesão 
em camundongos tratados com PBS. (B e D) Lesão 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 - Análise histopatológica da lesão por L. major após 10 semanas de infecção de animais 
tratados diariamente à noite com atorvastatina ou PBS.  
Os camundongos foram infectados L. major na pata traseira e tratados diariamente à noite com 
10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. O tratamento iniciou 14 dias depois da infecção. 
Os animais foram sacrificados com 10 semanas de infecção. As patas foram removidas para a 
análise histopatológica após inclusão em parafina e coloração por Hematoxilina e Eosina. (A e 
C) Lesão em camundongos tratados com PBS. ( B e D) Lesão em camundongos tratados com 
atorvastatina. (A e B) Aumento de 4 vezes. (C e D) Aumento de 40 vezes.  
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GRÁFICO 5 - Efeito do tratamento diário à noite com atorvastatina na produção de citocinas pró-
inflamatórias (IFN-γγγγ e TNF-α) α) α) α) no linfonodo poplíteo em camundongos C57BL/6 
infectados na pata com L. major. 

 Os camundongos foram infectados com 1x106 L. major na forma estacionária metacíclica na 
pata traseira e tratados diariamente à noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. 
O tratamento iniciou 14 dias depois da infecção. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10 
semanas de infecção e foi realizada a cultura do linfonodo poplíteo. A produção das citocinas 
foi dosada por ELISA no sobrenadante de cultura com 72 horas de incubação. Cada ponto 
representa a média ± desvio padrão de 4 animais.* p< 0,05. Experimento repetido com 
resultados similares. 

 

 
 
 
 
 
 

Semanas de infecção

4 8 10 

IF
N

- γ
 (

ng
/m

L
)

0

10

20

30

40

Semanas de infecção

4 8 10 

T
N

F-
α

 (
pg

/m
L

)

0

100

200

300

400

500

PBS (Meio)
Atorvastatina (Meio)
PBS (Ag L. major)
Atorvastatina (Ag L. major)

* 
* 

* 

* * 

* 

* 

* 



 44

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

GRÁFICO 6 - Efeito do tratamento diário à noite com atorvastatina na produção de citocinas anti-
inflamatórias (TGF-ββββ e IL-10) ) ) ) no linfonodo poplíteo em camundongos C57BL/6 
infectados na pata com L. major.  

  Os camundongos foram infectados com 1x106 L. major na forma estacionária metacíclica na 
pata traseira e tratados diariamente à noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. 
O tratamento iniciou 14 dias depois da infecção. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10 
semanas de infecção e foi realizada a cultura do linfonodo poplíteo. A produção das citocinas 
foi dosada por ELISA no sobrenadante de cultura com 72 horas de incubação. Cada ponto 
representa a média ± desvio padrão de 4 animais.* p< 0,05. Experimento repetido com 
resultados similares. 
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GRÁFICO 7 - Efeito do tratamento diário à noite com atorvastatina na produção de quimiocinas 
(RANTES e MCP-1) ) ) ) no linfonodo poplíteo em camundongos C57BL/6 infectados na pata 
com L. major. 

  Os camundongos foram infectados com 1x106 L. major na forma estacionária metacíclica na 
pata traseira e tratados diariamente à noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. 
O tratamento iniciou 14 dias depois da infecção. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10 
semanas de infecção e foi realizada a cultura do linfonodo poplíteo. A produção das 
quimiocinas foi dosada por ELISA no sobrenadante de cultura com 72 horas de incubação. 
Cada ponto representa a média ± desvio padrão de 4 animais.* p< 0,05. Experimento repetido 
com resultados similares. 
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GRÁFICO 8 - Efeito do tratamento diário à noite com atorvastatina na expressão de citocinas pró-
inflamatórias (IFN-γγγγ e TNF-α) α) α) α) na lesão de camundongos C57BL/6 infectados na pata com 
L. major. 
 Os camundongos foram infectados com 1x106 L. major na forma estacionária metacíclica na 
pata traseira e tratados diariamente à noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. 
O tratamento iniciou 14 dias depois da infecção. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10 
semanas de infecção e o coxim plantar foi removido para extração de proteínas. A expressão 
das citocinas foi dosada por ELISA no extrato de proteínas. Cada ponto representa a média ± 
desvio padrão de 4 animais.* p< 0,05. Experimento repetido com resultados similares. 
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GRÁFICO 9 - Efeito do tratamento diário à noite com atorvastatina na expressão de IL-4    na lesão de 
camundongos C57BL/6 infectados na pata com L. major.  
Os camundongos foram infectados com 1x106 L. major na forma estacionária metacíclica na pata 
traseira e tratados diariamente à noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. O 
tratamento iniciou 14 dias depois da infecção. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10 
semanas de infecção e o coxim plantar foi removido para extração de proteínas. A expressão da 
citocina foi dosada por ELISA no extrato de proteínas. Cada ponto representa a média ± SE de 4 
animais.* p< 0,05. Experimento repetido com resultados similares. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Semanas de infecção
4 8 10 

IL
-4

 (
pg

/m
L

)

0

10

20

30

40

50

60

PBS
Atorvastatina



 48

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

GRÁFICO 10 - Efeito do tratamento diário à noite com atorvastatina na expressão de citocinas anti-
inflamatórias (TGF-ββββ e IL-10) ) ) ) na lesão de camundongos C57BL/6 infectados na pata com 
L. major.  
Os camundongos foram infectados com 1x106 L. major na forma estacionária metacíclica na 
pata traseira e tratados diariamente à noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. 
O tratamento iniciou 14 dias depois da infecção. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10 
semanas de infecção e o coxim plantar foi removido para extração de proteínas. A expressão 
das citocinas foi dosada por ELISA no extrato de proteínas. Cada ponto representa a média ± 
desvio padrão de 4 animais.* p< 0,05. Experimento repetido com resultados similares. 
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GRÁFICO 11 - Efeito do tratamento diário à noite com atorvastatina na população de células T 
regulatórias CD4+CD25+ no linfonodos de camundongos C57BL/6 infectados na pata 
com L. major.  
Os camundongos foram infectados com 1x106 L. major na forma estacionária metacíclica na 
pata traseira e tratados diariamente à noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via 
oral. O tratamento iniciou 14 dias depois da infecção. Os animais foram sacrificados com 8 
semanas de infecção linfonodo foi removido para análise das células por citometria de 
fluxo.(A) Percentual de células CD4+CD25low e CD4+CD25high na população de células 
CD4+CD25+. (B) Intensidade média de fluorescência (IFM) de CD25 na população de células 
CD4+CD25+ do linfonodo. As barras representam a média + desvio padrão de 4 animais.* p< 
0,05. Experimento repetido com resultados similares. 
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GRÁFICO 12 - Cinética da produção de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-Leishmania major em 
camundongos C57BL/6 infectados na pata com L. major. Os camundongos foram 
infectados com 1x106 L. major na forma estacionária metacíclica na pata traseira e tratados 
diariamente à noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. O tratamento iniciou 
14 dias depois da infecção. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10 semanas de infecção 
e foi coletado soro desses animais para dosagem de anticorpos antileishmania por ELISA. 
(A) Nível de IgG1 anti L. major. (B) Nível de IgG1 anti L. major. Os círculos fechados 
representam os resultados dos animais que receberam PBS. Os círculos abertos representam 
os resultados dos animais tratados com atorvastatina. Cada ponto representa a média ± desvio 
padrão de 3 experimentos diferentes com 4 animais por grupo.  
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GRÁFICO 13 - Cinética da atividade de arginase em cultura de macrófagos peritoneais de camundongos 
C57BL/6 infectados na pata com L. major. 
 Os camundongos foram infectados com 1x106 L. major na forma estacionária metacíclica na 
pata traseira e tratados diariamente à noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. 
O tratamento iniciou 14 dias depois da infecção. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10 
semanas de infecção e foi realizada cultura de macrófagos peritoneais. A atividade de arginase 
foi dosada indiretamente pela produção de uréia por ensaio colorimétrico. (A) Cultura de 
macrófagos não estimulados. (B) Cultura de macrófagos estimulados com IL-4. (C) Cultura de 
macrófagos estimulados com IFN-γ. Os círculos fechados representam os resultados dos 
animais que receberam PBS. Os círculos abertos representam os resultados dos animais 
tratados com atorvastatina. Cada ponto representa a média ± desvio padrão de 4 animais.  
* p < 0,05. Experimento repetido com resultados similares. 
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GRÁFICO 14 - Cinética da produção de nitrito no sobrenadante de cultura de macrófagos peritoneais de 
camundongos C57BL/6 infectados na pata com L. major.  
Os camundongos foram infectados com 1x106 L. major na forma estacionária metacíclica na 
pata traseira e tratados diariamente à noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. 
O tratamento iniciou 14 dias depois da infecção. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10 
semanas de infecção e foi realizada cultura de macrófagos peritoneais. A produção de nitrito 
foi dosada pela reação Griess. (A) Cultura de macrófagos não estimulados. (B) Cultura de 
macrófagos estimulados com IL-4. (C) Cultura de macrófagos estimulados com IFN-γ. Os 
círculos fechados representam os resultados dos animais que receberam PBS. Os círculos 
abertos representam os resultados dos animais tratados com atorvastatina. Cada ponto 
representa a média ± desvio padrão de 4 animais.* p< 0,05. Experimento repetido com 
resultados similares. 
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GRÁFICO 15 - Cinética da produção de TNF-αααα no sobrenadante de cultura de macrófagos peritoneais de 
camundongos C57BL/6 infectados na pata com L. major.  
Os camundongos foram infectados com 1x106 L. major na forma estacionária metacíclica na 
pata traseira e tratados diariamente à noite com 10 mg/kg de atorvastatina ou PBS por via oral. 
O tratamento iniciou 14 dias depois da infecção. Os animais foram sacrificados com 4, 8 e 10 
semanas de infecção e foi realizada cultura de macrófagos peritoneais. A produção TNF-α foi 
dosada por ensaio biológico. (A) Cultura de macrófagos não estimulados. (B) Cultura de 
macrófagos estimulados com IL-4. (C) Cultura de macrófagos estimulados com IFN-γ. Os 
círculos fechados representam os resultados dos animais que receberam PBS. Os círculos 
abertos representam os resultados dos animais tratados com atorvastatina. Cada ponto 
representa a média ± desvio padrão de 4 animais.* p< 0,05. Experimento repetido com 
resultados similares. 
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5 DISCUSSÃO: 

 

 

 Em nosso trabalho, avaliamos a ação da atorvastatina sobre aspectos imunopatológicos 

da infecção por L. major, logo foi necessário considerarmos, inicialmente, variáveis 

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 à meia-

noite (EDWARDS; MUROYA; GOULD, 1972). Um estudo em camundongos demonstrou 

que esses animais apresentaram os mesmos perfis de atividade da HMG-CoA redutase 

hepática observados em ratos considerando os seguintes parâmetros: ciclo de claro e escuro, 

padrão de alimentação e diferença sexual (DUPONT et al., 1988).  

Recentemente, tentou-se correlacionar a intensidade do efeito redutor de colesterol das 

estatinas com o horário de administração do medicamento (pela manhã ou ao anoitecer) a 

partir de uma revisão das pesquisas clínicas nas últimas três décadas envolvendo diversos 

inibidores da HMG-CoA redutase. Os autores concluíram que existem dados suficientes para 

assegurar a maior probabilidade de obtenção de menores níveis de LDL plasmáticos com a 

administração de sinvastatina ao anoitecer. Contudo, os dados existentes até hoje são 

insuficientes para chegar-se à mesma conclusão em relação a lovastatina, pravastatina, 

rosuvastatina, fluvastatina e atorvastatina (PLAKOGIANNIS; COHEN, 2007). O 

acompanhamento da evolução da lesão 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 administração do fármaco diariamente 

no mesmo horário provocou uma alteração importante no tamanho da lesão ao longo do curso 

de infecção (GRAF. 3). Além do horário de administração, a dose do fármaco é uma variável 

extremamente relevante para a análise dos resultados e comparação com dados obtidos em 

outros trabalhos. Em humanos, a dose diária máxima recomendada de atorvastatina é 80 mg 

para o tratamento de hipercolesterolemia (BERNINI; POLI; PAOLETTI, 2001) que, em um 

indivíduo de 70 kg, corresponde a 1,1 mg/kg. Em roedores, estudos farmacocinéticos indicam 

que maiores doses de atorvastatina são necessárias para alcançar concentrações 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 doenças autoimunes como 

artrite reumatóide (MCCAREY et al., 2004), encefalomielite autoimune experimental 
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(modelo experimental de esclerose múltipla) (AKTAS et al., 2003; YOUSSEF et al., 2002) e 

diabetes mellitus tipo I (BRUMEANU; GOLDSTEIN; CASARES, 2006) têm sido 

amplamente estudadas em humanos e animais com o propósito de comprovar seu potencial 

terapêutico sobre tais doenças. Sua ação antiinflamatória é principal foco de investigação dos 

trabalhos que propõem o uso profilático da atorvastatina para doença cardiovascular (ASCER 

et al., 2004; CHENG et al., 2005; RIDKER et al., 2001; VAUGHAN; GOTTO, Jr.; 

BASSON, 2000). Contudo, o risco potencial associado a essas ações sobre o sistema imune e 

à possível intervenção nos mecanismos imunológicos naturais de controle de infecções 

parasitárias não tem sido investigado a fundo.  

 Algumas publicações destacam a ação imunomoduladora da atorvastatina no tocante à 

intervenção no perfil da resposta imune (COWARD; CHOW, 2006; WAICZIES et al., 2005; 

YOUSSEF 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 protozoário Leishmania major. Esse camundongo desenvolve 

naturalmente uma resposta imune polarizada do tipo 1 e, por esse motivo, cura 

espontaneamente a infecção pelo parasito, principal agente etiológico da leishmaniose 

tegumentar no Velho Mundo (DOWLATI, 1996). 

  Esperávamos que o momento de introdução do tratamento com atorvastatina (antes ou 

depois da infecção) produziria resultados diferentes em relação ao comportamento do parasito 

e da lesão. Entretanto, aparentemente, a possível ação da atorvastatina sobre mecanismos da 

imunidade inata no período inicial da infecção não existiu ou foi incapaz induzir maior 

susceptibilidade nos animais em que o tratamento iniciou antes da infecção. Assim, nesses 

animais, foi detectado parasitismo semelhante ao do grupo cujo tratamento iniciou 14 dias 

após a infecção (GRAF. 2). As curvas da lesão em ambos os grupos também não foram 

discrepantes (GRAF. 1). O segundo grupo apresentou um pequeno crescimento na lesão 

apenas entre a terceira e quinta semanas de infecção (GRAF. 1B). É possível que se o 

tratamento fosse realizado no mesmo horário no grupo tratado a partir dos dois dias anteriores 

à infecção alguma diferença no curso de infecção ou talvez um parasitismo ainda maior 

seriam observados. No terceiro esquema de tratamento (doses diárias administradas no 

mesmo horário após 14 dias de infecção), o parasitismo nos animais tratados com 

atorvastatina foi mais acentuado durante quase todo o curso de infecção (GRAF. 4). Na 

décima semana, esses animais ainda apresentavam maior lesão 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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lesões consideravelmente maiores que os animais do grupo controle (GRAF. 3). O 

parasitismo tecidual visualizado através da análise histopatológica das lesões foi congruente 

com o resultado da titulação de parasitos. A quantidade de parasitos no interior dos 

macrófagos foi nitidamente maior no tecido da pata dos animais tratados com atorvastatina 

(FIG. 1D e 2D). No infiltrado inflamatório dos animais do grupo controle, os eosinófilos eram 

mais freqüentes (FIG. 1C). A migração de eosinófilos para o tecido com Leishmania é um 

evento comum no início da infecção (PEARSON et al., 1987). Os eosinófilos colaboram para 

o controle do parasitismo, pois exercem atividades microbicidas mediadas por óxido nítrico, 

cuja produção é induzida por IL-5, IL-8, TNF-α, IFN-γ e RANTES (OLIVEIRA et al., 1998). 

Já foi demonstrado que os eosinófilos possuem atividade microbicida sobre L. major 

(OLIVEIRA et al., 1997; OLIVEIRA et al., 1998). É possível que a atorvastatina possa ter 

comprometido a migração de eosinófilos para o sítio de infecção. Esse pode ser mais um dos 

motivos pelos quais os animais tratados com a estatina foram incapazes de controlar a 

proliferação do parasito especialmente até a quarta semana de infecção.  

Esses achados confirmaram a nossa hipótese de que a ação moduladora da 

atorvastatina sobre o sistema imunológico tornaria o hospedeiro mais permissivo ao parasito. 

Alguns resultados em camundongos mostram que essa estatina inibe mecanismos pró-

inflamatórios (característicos da resposta Th1) e favorece os componentes antiinflamatórios 

(característicos da resposta Th2) e reguladores do sistema imune (DUNN et al., 2006; 

YOUSSEF et al., 2002).  

A proteção contra Leishmania requer a atuação preponderante da resposta imune 

celular (tipo 1) capaz de exterminar parasitos intracelulares (REINER; LOCKSLEY, 1993). 

Partimos, então, para o delineamento da resposta imunológica nesse hospedeiro. A resposta 

contra L. major produzida em camundongos da linhagem C57BL/6 é caracterizada pela 

produção de altos níveis de IFN-γ, TNF-α e CCL5/RANTES. Essas moléculas atuam na 

orquestração das células do sistema imune e no comando de seus mecanismos leishmanicidas. 

TNF-α medeia sinais para a indução da expressão de selectinas (VCAM-1 e E-selectina) na 

superfície do endotélio, atua no remodelamento da membrana basal endotelial e também 

sinaliza para a indução de MMP-9 que destrói a matriz extracelular (LOCKSLEY; KILLEEN; 

LENARDO, 2001). Dessa maneira, o extravasamento das células, mediante um estímulo 

quimiotático vindo do tecido infectado, é facilitado. CCL5/RANTES atrai diversos tipos 

celulares ao sítio inflamatório e tem sua expressão induzida durante a infecção por 

Leishmania (SANTIAGO et al., 2004). Tal quimiocina participa na proteção contra L. major 
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no camundongo C57BL/6, possivelmente por atrair para o sítio inflamatório linfócitos Th1 

(KUNKEL et al., 2002), fontes importantes de IFN-γ. IFN-γ é a citocina-padrão da resposta 

Th1, responsável pela ativação do principal mecanismo de controle da Leishmania (GREEN 

et al., 1990a). Em sinergismo com TNF-α, ela estimula a expressão e ativação da iNOS, 

enzima que catalisa a conversão de arginina em citrulina e óxido nítrico, este último 

responsável pela morte do parasito (GREEN et al., 1990a, 1990b, 1990c). De acordo com 

nossos resultados, verificamos que a atorvastatina, como em outros trabalhos, não foi capaz 

de impedir a polarização da resposta imunológica para o tipo 1 no modelo estudado, já que 

nos linfonodos dos animais tratados foi detectada uma produção acentuada de IFN-γ, TNF-α e 

CCL5/RANTES (GRAF. 5 e 7). O intenso parasitismo observado nesses animais pode ser 

uma explicação para esses achados. O parasito pode estimular a produção dessas citocinas e 

quimiocina (ARNOLDI; MOLL, 1998; OLIVEIRA et al., 2005; SANTIAGO et al., 2004). A 

análise da produção desses marcadores no microambiente da lesão revelou maior quantidade 

de TNF-α nos animais tratados (GRAF. 8), níveis semelhantes CCL-5/ RANTES entre os 

grupos e um decréscimo mais marcante na produção de IFN-γ na décima semana de infecção 

no grupo que recebeu a estatina (GRAF. 8). Isso indica que, mediante o tratamento com 

atorvastatina, o estímulo gerado pelos parasitos para a produção de IFN-γ e CCL5/RANTES 

não é eficaz no sítio de infecção.  

Diante desses resultados intrigantes, ficou claro que, de alguma forma, o organismo do 

hospedeiro estava favorecendo a permanência e proliferação 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 lesões crônicas que 

não curavam produzia essas mesmas características patológicas no camundongo C57BL/6. 

Foram detectados níveis elevados de IFN-γ no linfonodo drenante e na lesão, ausência de IL-4 

e IL-13 e indução intensa de iNOS na lesão. A infecção de camundongos deficientes de IL-10 

com mesmo fundo genético, bloqueio do receptor de IL-10 ou depleção de células CD25+ 

promoveram a eliminação do parasito indicando que IL-10 e células T regulatórias 

contribuíram para tornar a resposta Th1 ineficaz no controle da infecção na pele 

(ANDERSON; MENDEZ; SACKS, 2005). Em concordância com esses dados, nosso modelo 

de estudo não gerou polarização da resposta imune para Th2 e foi detectada a produção de 

citocinas regulatórias nos animais tratados com atorvastatina. A produção de IL-4 entre os 

grupos foi semelhante (GRAF. 7). Nossos resultados evidenciaram uma produção elevada de 
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IL-10 no linfonodo (GRAF. 6) e TGF-β no linfonodo e na pata (GRAF. 6 e 10) dos animais 

tratados com atorvastatina. IL-10 e TGF-β são citocinas produzidas principalmente por 

células T regulatórias (CD4+CD25+). IL-10 reprime as respostas ao IFN-γ e inativa 

macrófagos para a eliminação do parasito mediada por IFN-γ (MOORE et al., 2001), TGF-β 

inibe a produção de óxido nítrico nos macrófagos. O camundongo BALB/c deficiente de IL-

10 infectado com L. major apresentou maior resistência apesar de manter um intenso 

parasitismo (KANE; MOSSER, 2001). As duas citocinas regulatórias (IL-10 e TGF-β) estão 

associadas ao aumento da atividade de arginase 1 nos macrófagos, enzima que fornece 

substratos para a proliferação da Leishmania (BOUTARD et al., 1995; CORRALIZA et al., 

1995). No âmbito experimental, ao invés da polaridade Th2, as células T regulatórias e seus 

produtos têm sido apontados como responsáveis pela indução de susceptibilidade em 

linhagens de camundongos resistentes (ANDERSON; MENDEZ; SACKS, 2005) e pela 

persistência do parasito em lesões curadas (BELKAID et al., 2001). Clinicamente, não foi 

possível associar claramente a polaridade Th2 às formas mais graves de leishmaniose 

humana: formas sistêmicas, formas que reativam e que não curam. A citocina mais 

comumente encontrada nesses casos não é IL-4 e sim IL-10 (GHALIB et al., 1993; MELBY 

et al., 1994; RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998).  

Em relação aos níveis de CCL2/MCP-1 no linfonodo, observamos que a terapia com 

atorvastatina diminuiu a produção desta quimiocina nos animais tratados (GRAF. 7), 

resultados concordantes com alguns dados da literatura (KOWALSKI et 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 

expressão de CCL2/MCP-1 parece não estar correlacionada com resistência ou 

susceptibilidade à infecção por L. major em modelos murinos que não o BALB/c (GU et al., 

2000; RITTER et al., 1996; RITTER; MOLL, 2000; SANTIAGO et al., 2004).  

Outro parâmetro que utilizamos para investigar se houve polarização da resposta 

imune foi a dosagem de anticorpos específicos contra Leishmania. Em camundongos 

BALB/c, o título de IgG1 foi correlacionado ao tamanho da lesão (MORRIS et al., 1993), um 

achado congruente com o papel de IL-4 na permissividade à proliferação do parasito e na 

indução da produção de IgG1 (SNAPPER; PAUL, 1987). A produção de IgG2a é promovida 

por IFN-γ (SNAPPER; PAUL, 1987), porém não foi correlacionada ao tamanho da lesão 

(MORRIS et al., 1993). Como mostra o GRAF. 12, o tratamento com atorvastatina não 

provocou alteração na produção dos anticorpos séricos IgG1 e IgG2a. A produção de IL-4, 
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quando detectada, foi semelhante entre os grupos (GRAF. 9), portanto foi incapaz de 

incrementar a produção de IgG1. Nos grupos tratado e controle, o acréscimo na produção de 

IgG2a, ao longo do curso de infecção, acompanhou o aumento da produção de IFN-γ no 

linfonodo (GRAF. 12B). A ausência de correlação entre o título desse anticorpo e a lesão 

justifica a semelhança no nível dessa proteína no soro do grupo controle no soro dos animais 

tratados (que apresentaram maior lesão a partir da quarta semana de infecção, GRAF. 3). 

O camundongo C57BL/6 é um bom modelo para o estudo da leishmaniose cutânea, 

pois seu padrão de infecção mimetiza a doença humana. Após a inoculação de L. major nesse 

camundongo, a expansão dos parasitos é controlada por mecanismos imunológicos que 

medeiam o desenvolvimento de lesões cutâneas pequenas com evolução espontânea para cura 

após algumas semanas (DOWLATI, 1996; SCOTT et al., 1988). Entretanto, a cura da lesão 

não implica em cura parasitária. O acúmulo de células T regulatórias no sítio de infecção 

suprime a capacidade da resposta imune de eliminar completamente o parasito (BELKAID et 

al., 2002). A persistência de um pequeno número de parasitos na lesão é essencial para a 

manutenção de uma imunidade duradoura. Contudo, o controle dessa infecção latente depende 

de um equilíbrio finamente ajustado entre a resposta regulatória que favorece o parasito e a 

resposta inflamatória celular que protege o hospedeiro. A reativação da lesão está associada 

ao aumento no número de células T CD4+CD25+ (MENDEZ et al. 2004). Nossos resultados 

mostram que o tratamento com atorvastatina comprometeu a eficácia dos mecanismos de 

controle tradicionais do hospedeiro. Observamos que nos animais tratados há um aumento no 

percentual de células T regulatórias CD4+CD25high dentro da população de células 

CD4+CD25+ (GRAF. 11A). Como esperado, esse dado concorda com o aumento da expressão 

de CD25 na superfície dos linfócitos CD4+CD25+ mediante a terapia com atorvastatina como 

mostra o GRAF. 11B. Esse resultado é coincidente com os demais detectados também na 

oitava semana de infecção: parasitismo bem mais acentuado nos animais que receberam 

atorvastatina (GRAF. 4); maiores níveis de TGF-β na lesão (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 número que 

células T regulatórias com alta expressão de CD25+ em pacientes hipercolesterolêmicos. 

Neste trabalho, também foi observado um pequeno aumento no percentual de células 

CD4+CD25high entre as CD4+CD25+ no timo e no baço de camundongos C57BL/6, mas esse 

efeito não foi significativo. Os autores concluíram que a atorvastatina não altera o percentual 

de células CD4+CD25high murinas in vivo e in vitro (mediante tratamento em cultura) 

(MAUSNER-FAINBERG et al., 2007). Entretanto, a via de administração do fármaco 
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utilizada nos experimentos in vivo foi intraperitoneal e o trabalho não mencionou o horário de 

tratamento dos animais. Portanto, nossos resultados não podem ser comparados a esses dados 

diante das possíveis variações na biodisponibilidade e na atividade da droga já que, em nossos 

experimentos, os animais receberam o tratamento por via oral e o horário de administração do 

fármaco foi controlado. O aumento na expressão de CD25+ pode estar associado à maior 

produção de TGF-β nos animais tratados. Essa citocina induz o aumento da expressão de 

CD25 e estimula a atividade supressora das células T regulatórias (YAMAGIWA et al., 

2001).  

Assim como em outros modelos experimentais, em nosso estudo o tratamento com 

atorvastatina não agiu alterando a polarização da resposta imunológica ou inibindo a 

montagem da resposta imune efetora celular. Ao contrário, observamos um aumento na 

produção de citocinas Th1 (IFN-γ e TNF-α), por outro lado, a intervenção farmacológica da 

estatina foi predominantemente imunossupressora.  

 Finalmente, avaliamos os mecanismos regulados pelas citocinas, mas que exercem 

efeitos mais diretos na permanência ou extermínio dos parasitos: a atividade das enzimas 

arginase I e NOS II (ou iNOS). Ambas as enzimas são produzidas nos macrófagos que 

albergam a Leishmania e atuam sobre o mesmo substrato, a arginina. Contudo, os produtos 

gerados têm ações opostas sobre o parasito. Arginase I produz ornitina e uréia. A ornitina é 

necessária para a síntese de poliaminas, essenciais para a proliferação do protozoário 

(ROBERTS et al., 2004b). A atividade elevada de arginase I está associada à susceptibilidade 

a L. major e as citocinas TGF-β e IL-10 são 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 é crucial para o controle de parasitos intracelulares. Radicais 

derivados de NO são potentes agentes leishmanicidas (GREEN et al., 1990c; GREEN et al., 

1990b). A atividade de iNOS é fortemente induzida por IFN-γ e TNF-α (GREEN et al., 

1990a; GREEN et al., 1990b). A atividade das duas enzimas nos animais tratados com a 

atorvastatina refletiu o quadro da resposta imunológica e o comportamento do parasito na 

lesão. A atividade de arginase nos macrófagos peritoneais dos animais tratados foi bastante 

elevada na quarta e oitava semanas de infecção (GRAF. 13). Nesses dois períodos, também 

observamos grande número 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 discrepância no parasitismo tecidual entre os grupos é mais marcante (maior 

quantidade de parasitos no grupo tratado) e os níveis de TGF-β no sítio de infecção são mais 
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elevados (GRAF. 10). Na décima semana, o nível de IL-10 no sítio de infecção é menor no 

grupo tratado e os dois grupos apresentam atividade de arginase semelhante com uma 

tendência a maior atividade no grupo controle. Esse achado coincide com o título de parasitos 

que também é semelhante entre os grupos nesse período. A atividade de iNOS, medida 

indiretamente pela produção de nitrito, se iguala entre os grupos na décima semana (exceto na 

cultura estimulada com IFN-γ) um reflexo do controle do parasitismo, portanto, diminuição 

do estímulo de reatividade dos macrófagos.  

 Esses últimos resultados sugerem a construção de uma espécie de balança no sistema 

imunológico do camundongo C57BL/6 infectado com L. major e submetido à terapia com 

atorvastatina. De um lado estão os componentes pró-inflamatórios, IFN-γ e TNF-α induzindo 

iNOS, e do outro lado, as citocinas regulatórias TGF-β e IL-10 induzindo arginase. Quando o 

braço regulador pesa mais, a catálise mediada por arginase é favorecida e o controle do 

parasito diminui. Essa situação é claramente ilustrada pelos dados obtidos na oitava semana 

de infecção. Por outro lado, quando o braço pró-inflamatório supera o regulador, a atividade 

de iNOS é suficiente para inibir a proliferação do parasito da mesma maneira que no animal 

não tratado com a estatina. Essa descrição é representada pelos dados obtidos na décima 

semana de infecção. É importante enfatizar que apesar do controle parasitário observado nos 

animais tratados, a lesão ainda permaneceu maior. Não fizemos um acompanhamento mais 

prolongado do curso de infecção, assim, não se sabe qual seria o comportamento da lesão e do 

parasito mediante a continuidade do tratamento.  

Nossos dados são os primeiros a demonstrar a ação de uma estatina sobre a infecção 

por Leishmania e são também os primeiros a revelar que esse fármaco pode gerar um 

desequilíbrio na resposta imunológica do hospedeiro de modo a favorecer o parasito. Nossos 

dados mostram que a atorvastatina atua sobre componentes regulatórios da resposta 

imunológica tornando maior o percentual de células CD4+CD25high e a produção de IL-10 e 

TGF-β com conseqüente aumento da atividade de arginase I nos animais tratados tornando-os 

menos resistentes à infecção. Portanto, a maior contribuição deste trabalho foi demonstrar as 

implicações da imunossupressão induzida pela atorvastatina no camundongo C57BL/6 diante 

da infecção por Leishmania major. Esses achados sugerem que as estatinas podem 

comprometer de maneira significativa o controle de certas infecções. Nosso trabalho pode ser 

uma contribuição extremante relevante no estudo da ação das estatinas sobre o sistema 

imunológico e do risco potencial do uso indiscriminado e em larga escala desses fármacos em 

populações que vivem em áreas endêmicas para doenças parasitárias como a leishmaniose. 
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6 CONCLUSÃO  

 

 

 Nossos resultados revelam que a atorvastatina prejudica o controle da infecção 

experimental por Leismania major no camundongo C57BL/6, modelo de resistência a esse 

parasito. Os achados mais relevantes demonstraram que: 

 - o tratamento tornou o hospedeiro mais permissivo ao microoganismo com 

conseqüente alteração do desenvolvimento da lesão;  

 - apesar de ter ocorrido uma indução da produção das citocinas IFN-γ e TNF-α, houve 

um comprometimento da eficácia da resposta imunológica pró-inflamatória protetora (Th1);  

 - a atorvastatina não inibiu a produção de óxido nítrico, principal mecanismo de 

extermínio da Leishmania, por outro lado, aumentou a atividade de arginase que fornece 

substratos essenciais para o crescimento e proliferação do microrganismo;  

 - o tratamento induziu o desenvolvimento de componentes reguladores do sistema 

imunológico tais como células CD4+CD25high e produção de citocinas antiinflamatórias TGF-

β e IL-10, cuja ação prevaleceu durante grande parte do curso de infecção.  

 Tais resultados tornaram evidente a ação imunomoduladora da atorvastatina no 

modelo experimental de infecção parasitária estudado.  

 Finalmente, nossos dados sugerem que a disseminação do uso das estatinas como 

agentes profiláticos na prevenção de doença cardiovascular deve ser avaliada com cautela, 

especialmente em populações que vivem em áreas endêmicas para determinadas doenças 

infecciosas e parasitárias como a leishmaniose. 
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