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RESUMO

As leishmanioses sdo antropozoonoses consideradas um grande problema de saude
publica, podendo causar infec¢bes viscerais, lesdes mucocutaneas, cutanea difusa e
cutanea. No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LT) e Visceral (LV)
atingem todos os estados, e 0 Maranhdo € um dos mais endémicos, com ampla
distribuicdo e concentracdo de casos. As Leishmanioses sdo causadas por protozoarios
do género Leishmania sp., transmitido através do repasto sanguineo da fémea do género
Lutzomyia. A infeccdo natural por diferentes espécies de Leishmania sp. no mesmo
individuo, especialmente em é&reas de sobreposicdo de espécies, pode ser mais
prevalente do que previamente relatado. Esse tipo de infeccdo mista pode afetar o
diagnostico e tratamento da doenca. Nesse sentindo, a identificacdo e compreensdo dos
mecanismos imunoldgicos envolvidos no desenvolvimento das coinfecgfes, sdo de
grande importancia para o controle da doenca. Dessa forma, esse trabalho teve como
objetivo investigar a resposta imune em macrdfagos coinfectados por Leishmania
amazonensis e Leishmania chagasi. Para tanto, foi calculada a taxa de infeccdo de
macréfagos murinos RAW 264.7 parasitados por uma ou duas espécies de Leishmanias,
foram realizadas dosagens de perdxido de hidrogénio e éxido nitrico, e quantificacdo
das citocinas IL-12, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, MCP-1, através da técnica de CBA-Kit
(inflammation mouse cytokine Kit). Nossos dados mostraram que a taxa de infeccao
pelo parasito no grupo coinfectado, ndo foi tdo expressiva quanto no grupo da infeccdo
simples com L. amazonensis, mas foi observado uma prevaléncia da L. chagasi na
infeccdo mista. O grupo coinfectado apresentou discreta producdo de perdxido de
hidrogénio, porém gquando comparada nos periodos de 24h e 48h de infeccédo, foi
percebido aumento dessa producdo. Ndo detectamos a producdo de 6xido nitrico nos
ensaios. A citocina inflamatéria TNF-a e a quimiocina MCP-1, também se mostraram
aumentadas nesse grupo. Com base nesses dados, podemos concluir que a coinfecgéo
por L. amazonensis e L. chagasi, demonstrou uma prevaléncia desta Gltima embora o
perfil da resposta destes macrofagos tenha sido semelhante ao quadro de uma infecgédo
por L. amazonensis.

Palavra- chave: coinfeccdo, macrofagos, Leishmania amazonensis, Leishmania
chagasi



ABSTRACT

Leishmaniasis is an anthropozoonosis considered to be a major public health problem,
which can cause visceral infections, mucocutaneous lesions, diffuse cutaneous and
cutaneous lesions. In Brazil, American Tegumentary Leishmaniasis (LT) and Visceral
(LV) reach all states, and Maranhd&o is one of the most endemic, with a wide distribution
and concentration of cases. Leishmaniasis is caused by protozoa of the genus
Leishmania sp., Transmitted through the blood reptile of the female of the genus
Lutzomyia. The natural infection by different species of Leishmania sp. in the same
individual, especially in areas of species overlap, may be more prevalent than
previously reported. This type of mixed infection can affect the diagnosis and treatment
of the disease. In this sense, the identification and understanding of the immunological
mechanisms involved in the development of coinfections are of great importance for the
control of the disease. Thus, this work aimed to investigate the immune response in
macrophages coinfected with Leishmania amazonensis and Leishmania chagasi. In
order to do so, the infection rate of RAW 264.7 murine macrophages parasitized by one
or two species of Leishmania was calculated, hydrogen peroxide and nitric oxide
dosages and quantification of 1L-12, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, MCP-1, by the CBA-Kit
(inflammation mouse cytokine Kit) technique. Our data showed that the rate of infection
by the parasite in the coinfected group was not as significant as in the simple infection
group with L. amazonensis, but a prevalence of L. chagasi was observed in the mixed
infection. The coinfected group showed a slight hydrogen peroxide production, but
when compared in the 24h and 48h periods of infection, it was noticed an increase in
this production. We did not detect the production of nitric oxide in the tests. The
inflammatory cytokine TNF-a and the chemokine MCP-1, were also increased in this
group. Based on these data, we can conclude that the co-infection by L. amazonensis
and L. chagasi, demonstrated a prevalence of the latter although the response profile of
these macrophages was similar to that of a L. amazonensis infection.

Key words: co-infection, macrophages, Leishmania amazonensis, Leishmania chagasi
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

As leishmanioses correspondem a um complexo conjunto de doencas com
grande espectro clinico e diversidade epidemioldgica, a Organizacdo Mundial da Saude
estima 900 000-1.3 milhdes de novos casos e 20 000-30 000 mortes ocorrendo
anualmente, tanto de leishmaniose tegumentar americana (LTA), quanto leishmaniose
visceral (LV). (WHO, 2017). O Brasil segue 0 mesmo parametro mundial, considerado
um pais endémico para as leishmanioses segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2017).

A Leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais difundida da doenca, presente em
mais de 18 paises das Américas (PAHO 2014). Anualmente, 700 mil a 1,2 milhGes de
casos de LC se apresentam todo mundo. O Brasil estd entre os 10 paises que
representam cerca de 75% dos casos anuais de LC (ALVAR et al. 2012).

Na América Latina a LV possui ampla distribuicdo de casos, se estendendo do
sul do México ao norte da Argentina (LAINSON E RANGEL 2005). Em 2013 foram
notificados 3.231 casos, sendo 96,5% (3.118 casos) concentrados no Brasil. (WHO,
2015).

Paises que relataram
casos importados de

W >1000

I 500-999

B 100-499

: <100 I sem casos autéctones reportados
o [ sem dados

] Nao aplicavel

é World Health
> # 2 Organization
© WHO 2015

Figura 1. Distribuicdo mundial de casos de Leishmaniose Tegumentar: Mapa representando os paises em
cores de acordo com o nimero de casos clinicos (Adaptado ).Fonte: WHO, 2015.
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Paises que relataram
casos importados

Arabia Saudita - 8
Béigica - 2

Finlandia - 1

Republica da Moldova - 1

I sem casos autéctones reportados
Sem dados
[C] Nao aplicavel

@} World Health
# Organization
© WHO 2015

Figura 2. Distribuicdo mundial de casos de Leishmaniose Visceral: Mapa representando os paises em
cores de acordo com o ndmero de casos clinicos (Adaptado). Fonte: WHO, 2015.

Norte e nordeste sdo as principais regides quanto a endemia das duas formas de
leishmaniose no pais, com prevaléncia de casos nos Estados do Ceard (CALVACANTE
et al. 2014); Piaui (SANTOS et al. 2015) e Bahia (CARNEIRO et al. 2014), sendo que a
maioria dos casos acometem principalmente individuos com baixa renda e residentes
em éareas rurais. O Maranhao entre os anos de 1999 a 2005, foi o estado que liderou em
numero de casos confirmados da doenga no pais. Os Municipios de maiores incidéncias
foram S&o Luis, Caxias, Coelho Neto, Codd, Barra do Corda, Santa Inés e Timon. Dos
7.532 casos registrados da doenca, de 2002 a 2012 no Estado, 1.111 casos (14,75%)
foram no Municipio de Sdo Luis (MOURA et at., 2012). Segundo dados da plataforma
DATASUS (Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude), no periodo de
2010 a 2015, foram notificados 944 casos de LV no Municipio de Sdo Luis. A média
no periodo de 2010 a 2015 do total de casos corresponde a 157,4 casos/ano.

O estado do Maranh&o esta na quarta posicdo quanto ao nimero de casos de
LTA com aproximadamente 539 e LV com 1684 casos, segundo o Ministério da Saude
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(2017). A presenca de vetores, como demonstrado por Silva e colaboradores (2016), que
capturaram e identificaram varias espécies de flebotomineos no interior do estado do
Maranhdo e dentre eles, alguns de importancia médica como Nyssomyia whitmani vetor
da Leishmania braziliensis e Leishmania (Viannia) shawi, e Bichromomyia
flaviscutellata vetor da Leishmania (Leishmania) amazonensis, ambos agentes
etiologicos causadores da LTA, além do vetor Lutzomyia longipalpis (LUTZ & NEIVA,
1912) responsavel pela transmissdo do protozoario Leishmania chagasi (CUNHA;
CHAGAS, 1937) causador da LV (MS, 2010; MS, 2014), assim como a
disponibilidades de reservatorios humanos e domésticos,s@o caracteristicas favoraveis

para proliferagdo da doenca no estado.

1.2. Ciclo e transmissao

As leishmanioses sdo atropozoonoses causadas por protozoarios do género
Leishmania, transmitidos através da hematofagia da fémea do género Lutzomyia
(FIGURA 3A E 3C). A infeccdo do vetor ocorre quando as fémeas realizam repasto
sanguineo em mamiferos infectados e ingerem macrofagos parasitados (FIGURA 3B).
No tubo digestivo do vetor estes macréfagos se rompem e liberam os parasitas, que se
diferenciam em formas promastigotas prociclicas, passam por sucessivas divisdes
bindrias e posteriormente outras formas intermediarias se diferenciam em formas
promastigotas metaciclicas infectantes. Ao realizar um novo repasto sanguineo, a fémea
infectada transmite Leishmania para um novo hospedeiro (SACKS E KAMHAWI 2001,
BATES et al. 2015).

Os parasitos do género Leishmania pertecem a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae(DOFLEIN, 1901). Cerca de 20 espécies sdo patogénicas ao homem
e apresentam ciclo de vida heteroxénico (alternancia entre hospedeiros vertebrados e
insetos vetores). As duas principais formas mais estudadas do parasito sdo a amastigota,
flagelada e forma intracelular presente no interior de celulas fagociticas; e a
promastigota, forma flagelada e infectante transmitida pelo vetor (ALEMAYEHU &
ALEMAYEHU, 2017).

A transmissdo da Leishmania é feita por dipteras fémeas do género Lutzomyia
nas Américas, enquanto que na Europa, Asia e Africa é pelo género Phlebotomus
(WHO, 2017).
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Figura 3. Vetor e parasitos da leishmaniose: A. Lutzomyia longipalpis Fonte (LEME-UFMA); B.
Leishmania ssp Fonte (LPBM-UFMA) na forma amastigota no interior do macréfago; C. Leishmania
ssp Fonte (LPBM-UFMA) na forma promastigota com a estrutura flagelar.

Essas doencas possuem diferentes manifestacGes clinicas, de acordo com a
espécie de Leishmania envolvida na transmissdo (WHO, 2016), que sdo amplamente
distribuidas em todo mundo, desde a Asia até a América.

Os protozoarios se desenvolvem em hospedeiros vertebrados de ambiente
silvestre ou peridoméstico com alternancia em insetos vetores. (SCLEIN, 1993)

Dentro do tubo digestivo do vetor, as caracteristicas das promastigotas véo
modificando desde a fase de nectomona, nas microvilosidades do tubo digestivo, até a
promastigota metaciclica infectante, livre na hipofaringe, passando por uma fase
intermediaria de haptomona. Este processo é conhecido por metaciclogénese e dura
aproximadamente de 6 a 10 dias (FIGURA 4) (GARCIA-ALMAGRO 2005).

As amastigotas sao resistentes e capazes de “burlar” a resposta microbicida do
macrofago para se multiplicar até ocupar grande parte do citoplasma, romper a
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membrana dessa célula e infectar outros macrofagos e outras células do sistema imune.
Como também, podem infectar uma nova fémea de flebotomineo durante o repasto
sanguineo (KAYE & SCOTT, 2011).
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Figura 4. Ciclo de vida da Leishmania spp. A leishmaniose é transmitida para o hospedeiro vertebrado
durante o repasto sanguineo da fémea do flebotomineo infectada. A infeccdo do hospedeiro invertebrado
ocorre quando este ingere macrofagos infectados com a forma amastigota do parasita. As formas
amastigotas se diferenciam em promastigotas metaciclicas infectantes. As formas infectantes migram para o
esdfago, faringe e probdscide que durante o repasto sanguineo promovem novas infec¢bes de hospedeiros
vertebrados susceptiveis (adaptado). (Harhay et al., 2011)

1.3. Aspectos Imunoldgicos

O reconhecimento inicial do parasito ocorre pela adesdo da Leishmania spp a
superficie do macrofago, o que é essencial para sua fagocitose. Diferentes moléculas
presentes na superficie da Leishmania spp, como a glicoproteina 63 (gp63) e o
lipofosfoglicano (LPG) interagem com receptores nos macrofagos levando a
internalizacdo do parasito e a partir dai ocorre uma série de reacBes bioguimicas. As
formas promastigotas desencadeiam um processo inflamatorio local inespecifico,
constituido inicialmente por células natural Killer (NK), polimorfonucleares (neutréfilos
e eosinofilos), macrofagos e pela ativagdo do sistema complemento. (AZEREDO-
COUTINHO e MENDONCA, 2014)
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No que se refere a resposta imune do hospedeiro os estudos (DUQUE &
DESCOTEAUX, 2015) tém mostrado que a resisténcia a leishmaniose esta associada a
producdo de citocinas com capacidade de ativar macrofagos, particularmente o IFN-y
(figura 5), cuja producdo é garantida pelo desenvolvimento de uma resposta especifica
do tipo Thl, que depende de uma instrucdo dada pela interacdo do microrganismo com
celulas da resposta imune inata. Assim, em um primeiro contato, as formas
promastigotas da Leishmania spp interagem com receptores presentes em ceélulas da
resposta imune inata como células dendriticas (DCs) e macrofagos, que liberam 1L-12.
Juntas, a IL- 12 e o IFN-y induzem a diferenciacéo e proliferacdo de linfocitos CD4+
em células Thl. Estas tém importancia na qualidade da resposta imune celular
especifica na Leishmaniose, pois regulam a atividade leishmanicida no interior dos
macréfagos. Os linfécitos T CD4+ sdo classificados em subpopulagGes, de acordo com
o perfil de citocinas secretado. As evidéncias demonstram que um infiltrado
inflamatorio com predominio de IFN-y (interferon-gama), produzido principalmente por
células Thi, se correlaciona com resisténcia a infecgdo (CONCEICAO-SILVA et al.,
2014; GOMES-SILVA et al., 2014). Ao contréario, a prevaléncia de células Th2 se
correlaciona a susceptibilidade e incapacidade de controle parasitario (REED &
SCOTT, 1993;).
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Figura 5 A fagocitose de parasitas de Leishmania: A fagocitose do parasito por células fagociticas leva a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). As ROS podem induzir a eliminagdo do parasita, bem
como ativar o inflamassoma (NLRP3). O fator (ou fatores) que induz a producdo de pro-interleucina-1
(IL-1B) na pele ¢ atualmente desconhecido. No entanto, a pro-IL-1p ¢ processada pelo inflamassoma na
pele e sua forma madura pode funcionar de varias maneiras durante a infeccdo por Leishmania . A IL-1pB ¢
importante na expansdo das células T helper 1 (T 4 1) promovendo a producdo de IL-12. Além disso, a IL-
1B induz a ativagdo do oxido nitrico (NO) diretamente, ativando macréfagos, ou indiretamente,
promovendo T yRespostas do tipo 1 e producdo de interferdo-y (IFNy). Fonte: Nature. 2011



O padrdo de resposta eficaz que ocorre nos individuos com a forma LC ¢
caracterizada por uma producdo de citocinas pro-inflamatorias, com predominio de
IFN-y, interleucina (IL)- 2 e TNF-o (fator de necrose tumoral alfa) (MENDONCA et
al., 1986; SILVEIRA et al. 2009; CONCEICAO-SILVA et al., 2010; SOUZA et al.,
2012). Bem como as citocinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e fator transformador de
crescimento-beta (TGFp). Resposta inflamatdria exagerada pode levar a dano tecidual e
tem sido associada & imunopatogénese da leishmaniose mucocutanea (RIBEIRO-DE-
JESUS et al., 1998; BACELLAR et al., 2002). Assim, a resposta do tipo 1 equilibrada,
com producdo de citocinas tais como IFN-y, IL-12 e TNF-a s3o indispensaveis para o
controle da infeccdo por Leishmania spp nos macrdfagos ( FIGURA 6) (GREEN et al.,
1990), as principais células hospedeiras para este parasito nos mamiferos (NADERER
& MCCONVILLE, 2011).

Alguns efeitos de citocinas sdo fundamentais para a evolucdo das lesdes de LTA.
IFN-y leva a estimulagdo dos macréfagos através da expressao da enzima NOS2 (6xido
nitrico sintase do tipo 2) e a consequente producdo de NO (6xido nitrico) e radicais
superdxidos que sdo os principais mediadores da morte do parasito. Kima e Soong
(2013) demonstraram claramente que a infeccao por espécies do subgénero Viannia leva
a uma ativacdo significativa de macrdéfagos nos casos de LCL. Em adicdo, na forma
LCL, quando comparadas as concentracdes de macrofagos ativados e ndo ativados,
verificou-se uma densidade 1,5 vezes maior de macrofagos ativados (CASTRO
GOMES et al., 2017)

Por outro lado, uma resposta imune com predominio de citocinas tais como IL-4,
IL-5 e IL-10 diminuem a expresséo da enzima NOS2 resultando na deficiéncia de
estimulacdo dos macrofagos ao seu estagio parasiticida com consequente proliferacdo
parasitaria e uma doenca grave de dificil tratamento, como no caso da forma cutanea
difusa (MASPI et al., 2016).

Os macroéfagos, quando estimulados com citocinas como IFN-y, TNF-a ou até
mesmo lipopolissacarideos (LPS), sdo direcionados a ativacdo classica que é
caracterizada pela secrecdo de citocinas inflamatorias IL-1p, IL-6, TNF-a, IL-12 e IL-
23 e quimiocinas, como MCP-1 (MILLS, 2015). Células do fen6tipo M1 também séo
capazes de produzir espécies reativas de oxigénio (EROs), bem como o oOxido nitrico
(NO) via metabolismo da L-arginina pela enzima iNOS, que culmina na alta atividade
microbicida, além de serem capazes de promover a diferenciacdo de linfécitos T naive
para o perfil Thl influenciando no controle do parasita (MILLS & KLAUS, 2014).
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Figura 6. Macrdéfagos M1 e M2. Macrdfagos infectados por Leishmania (M¢). Macréfagos M1 ou M2
estimulam respostas mediada por celular/ CTL( linfocitos T citotoxicos) (tipo Thl) ou mediada por
anticorpo/ADCC(células dependentes de anticorpos) (Tipo Th2), respectivamente. (A) Resposta M1
promove a morte do parasita pela producdo de reativos de oxigénio e hidrogénio (NO, O, e H,0,); (B)
Resposta M2 promove a sobrevivéncia do parasita pela producdo de poliaminas e citocinas anti-
inflamatorias. Fonte: HERNANDEZ-RUIZ ,2006

1.4 Formas Clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana e Leishmaniose
Visceral

1.4.1. Leishmaniose Cutanea (LC) é causada por cinco espécies de Leishmania: L.
infantum, L. tropica, L. major, L. aethiopica e L. donovani (TALMI-FRANK ET AL.,
2010). Enquanto na Europa, Asia e Africa esta associada a L. mexicana, L. braziliensis,
L. panamensis, L. guyanensis, L. peruviana e L. amazonensis (WHO, 2014), e pode se

subdividir em:

Figura 7. Les&o tipica de leishmaniose cutanea localizada: Ulcera oval de bordas regulares, elevadas e
fundo granuloso. Fonte: Laboratorio de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses INI —

FIOCRLIZ
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1.4.1.1 Cuténea localizada unica (LCL) Forma mais frequente, se caracteriza por
lesbes Unicas que se desenvolvem no local da inocula¢do do parasito muitas vezes da
espécie L. guyanensis pelo inseto vetor. Geralmente se manifesta como ulcera indolor,
de bordas infiltradas e centro eritematoso, granuloso, frequentemente acompanhada de
linfadenite satélite. Caso ndo tratadas, tendem a cura espontdnea em 6% dos casos
(COTA; SOUSA; FEREGUETT]I, 2016), entretanto alguns casos evoluem com lesdes

mucosas concomitantes ou de surgimento posterior (BRASIL, 2017).

1.4.1.2 Cuténea localizada multipla: Semelhante a forma anterior, é sugerido estar
relacionada com mdaltiplas picadas do vetor e as lesbes ndo costumam ser numerosas
(< 10 lesGes). (BRASIL, 2017).

1.4.1.3 Recidiva “citis”: Esta forma ocorre apds cicatrizacdo espontanea ou
medicamentosa da Ulcera, com reativacdo localizada geralmente na borda da lesdo.
(VERMAET et al.,2012)

1.4.1.4 Cuténea difusa (LCD): A leishmaniose cutanea difusa esta associada na
maioria das vezes a infeccdo por L. mexicana e L. amazonensis. Lesdes na mucosa
geralmente ndo ocorrem sendo caracterizada por ampla distribuicdo de nddulos,
papulas, maculas e infiltracdo difusa na superficie da pele da face e membros. (WHO,
2010). A imunossupresséo associada a leishmaniose cutanea difusa causada por outras
espécies de Leishmania pode ocorrer em pacientes coinfectados com HIV ou com
outras doencas, pessoas com outros tipos de imunossupressdo (por exemplo,
receptores de transplantes) apresentam caracteristicas atipicas, como ulceragdes.
(VERMAET et al.,2012; BRASIL, 2017).

1.4.2. Leishmaniose Mucosa (LM): E caracterizada por lesdes destrutivas, de evolucio
arrastada, em geral nas mucosas do nariz, boca, faringe e/ou laringe, causada pelo
parasita da espécie Leishmania braziliensis (MOREIRA 1994). A LM pode ocorrer
varios anos apds a cicatrizacdo da lesdo cutanea priméaria (forma mucosa tardia)

(LAINSON, 1983), embora possa ocorrer de forma isolada ou concomitante as lesdes
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cutaneas adjacentes ou a distancia (SILVEIRA et al. 2009). Estima-se que 3 a 5% dos

casos de LC desenvolvam lesdo mucosa (BRASIL, 2017).

1.4.3. Leishmaniose Cuténea Disseminada (LDi): Causada pelo parasito da espécie
Leishmania braziliensis Foi primeiramente descrita clinicamente por Costa et al. (1986)
e imunologicamente descrita por Turetz et al. (2002). Caracteriza-se por um ndmero
elevado (>10) de lesdes cutaneas polimorficas (acneiformes, nodulares, ulceradas,
papulosas, pustulosas), atingindo partes distintas, ndo continuas do corpo, podendo ou
ndo ser acompanhada de acometimento de mucosas em percentual variavel de casos
(TURETZ et al., 2002; MACHADO et al., 2011), e correspondendo a 2% dos casos
(BRASIL, 2017)

Figura 8. Lesao tipica de leishmaniose cuténea disseminada: Lesdes polimérficas tipo placas infiltradas
ulceradas distribuidas em todo corpo. Fonte: Laboratério de Pesquisa Clinica e Vigilancia em Leishmanioses
INI - FIOCRUZ

1.4.4 Leishmaniose Visceral (LV): A LV ¢é caracterizada em sua forma tipica por
febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia e linfadenopatia, associado a achados
laboratoriais  incluindo  pancitopenia, leucopenia, hipergamaglobulinemia e
hipoalbuminemia, com intenso e difundido parasitismo em érgdos como figado, baco e

medula 6ssea. O periodo de incubacdo pode variar de dois a quatro meses. A doenca
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pode ter evolucdo aguda, subaguda ou crénica. Um espectro de manifestacfes clinicas
ocorre na LV, que vai desde assintomatica ou oligossintomaética, com a possibilidade de
assumir formas graves e letais quando associada ao quadro de ma nutricdo e infecgdes
concomitantes. E causada por Leishmania (L.) donovani nas indias, tendo como
reservatorio os seres humanos e Leishmania (L.) infantum no Sudeste da Europa, na
regido do Mediterrdneo e nas Américas, incluindo o Brasil, tendo os canideos como
reservatorios domésticos (DESJEUX 2004; OLIVEIRA ET AL. 2004; WHO 2014)

Figura 9. Pacientes com leishmaniose visceral: Paciente apresentando hepatoesplenomegalia e
ictericia. Fonte: Ministério da Saude, 2014

O estudo de Leishmaniose Visceral (LV) em pacientes com o Virus da
Imunodeficiéncia Humana/ AIDS (HIV) tem grande relevancia, visto que, comporta-se
como uma infec¢do oportunista e demonstra substancial modificacdo no seu quadro
clinico-evolutivo e nos indices de mortalidade em pacientes infectados pelo HIV. A
relacdo entre virus e protozoarios na determinacdo da patogénese da coinfeccéo parece
ser secundaria a interacdo molecular dos dois agentes e a inducdo da resposta imune do
hospedeiro por cada um desses com HIV/AIDS. (RABELLO, 2003)

A LV associada a infeccdo HIV habitualmente se manifesta em doentes com
imunossupressdo avancada. Em estudos anteriores, a quantificacdo do numero de
linfocitos CD4 nos coinfectados apresentou comprometimento moderado da imunidade
celular, o nimero de linfécitos CD8 estava normal e a relacdo CD4/CD8 apresentou-se
abaixo do normal. (IMPERATRIZ, 2012).
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Dos 199 pacientes vivendo com HIV/AIDS, quatro (2,01%) apresentaram
coinfeccdo Leishmania-HIV, destes, trés pacientes apresentaram coinfeccdo mista
Leishmania (V.) sp e Leishmania (L.) amazonensis, causadora de LTA, e um apresentou
coinfeccdo com a Leishmania (L.) chagasi, causadora de LV, ndo sendo, entretanto,

significativa a diferenca entre estas frequéncias (IMPERATRIZ, 2012).

1.5. Infecgdes e Coinfecgbes

A infeccdo natural por diferentes espécies de Leishmania no mesmo individuo,
especialmente em &reas de sobreposicdo de espécies, pode ser mais prevalente do que
previamente relatado (BABIKER, 2014).

Esse tipo de infeccdo pode afeta curso clinico diagnostico e tratamento da
doenga, bem como casos de resisténcia de muitos pacientes, com elevado potencial de
evolucédo para formas mais graves se ndo for diagnosticada e nem tratada corretamente
(CELESTE, 2017).

Poucos estudos foram relatados sobre a infec¢do naturalmente mista com
diferentes espécies ou cepas de Leishmania em pacientes imunocompetentes e o grau de
deteccdo laboratorial de um fendmeno dessa natureza ainda néo esté claro (BABIKER
etal., 2013)

Casos de coinfeccdo com duas espécies de Leishmania em diferentes paises ja
foram relatados em seres humanos. No Brasil, as espécies L. braziliensis e L.
amazonensis foram encontradas em lesdes diferentes de um paciente (SILVEIRA et al.
1984) e em outro relato, L. braziliensis e L. donovani encontradas em lesdo cutanea e
medula dssea respectivamente (OLIVEIRA NETO et al., 1986); no Quénia, um paciente
diagnosticado com LV apresentou L. donovani e L. major na cultura de aspirado do
baco (MEBRAHTU et al., 1991); em amostras de aspirado de linfonodos, quatro casos
de coinfeccdo foram relatados em pacientes diagnosticados com LV, um paciente com
L. donovani e L. aethiopica, e trés com L. donovani e L. major no Sudao (IBRAHIM et
al., 1994); no Iraque, L. donovani e L. major encontradas em medula dssea e lesdo
cutanea respectivamente (AL-DIWANY et al., 1995);

Além desses registros mais antigos, em trabalhos mais recentes ja foram
encontradas varias evidéncias de coinfec¢do, como na Bolivia em que um paciente com

leishmaniose cutanea difusa apresentou L. amazonensis e L. infantum na mesma les&o,
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explicando assim as caracteristicas atipicas encontradas nas lesGes cuténeas
(MARTINEZ et al., 2002); infeccdo mista com duas cepas de L. infantum em amostras
de medula 6ssea, que foi responsavel por falha terapéutica na Grécia (ANTONIOU ET
AL., 2004); no Ird foi encontrada L. tropica em lesdo oral e L. major em lesdo nasal
(SHIRIAN et al., 2012); trés pacientes do Sud&o, diagnosticados com leishmaniose
cutanea e sem sintomas de LV, apresentaram L. donovani e L. major em amostras de
aspirado de lesdo ulcerada localizada (BABIKER et al.,2014).

Foram relatados também alguns casos naturais de coinfeccdo em cées no Brasil.
Madeira et al. (2005, 2006), relataram casos de cdes com L. braziliensis encontrada em
lesdo cuténea e L. infantum no sangue, linfonodos e baco, no estado do Rio de Janeiro.
Infeccdo mista com L. infantum em amostras de medula 6ssea e L. braziliensis em leséo
no focinho e na pele da orelha, em Minas Gerais (QUARESMA et al., 2011); no Rio de
Janeiro, L. braziliensis em lesdo cutanea no focinho e L. infantum em fragmento do
baco (SILVA et al. 2011) e L. braziliensis em lesdo cutanea e L. infantum em
fragmentos do bago e linfonodos (PIRES et al. 2014).

Soares et al. (2013) relataram em Minas Gerais 0 primeiro caso no mundo de
infeccdo mista em cavalos (Equus caballus) naturalmente infectados por L. infantum e
L. braziliensis encontradas tanto em amostras de aspirado de medula 6ssea como
também em bidpsia de lesdes ulceradas. Mostrando também a capacidade de
visceralizacdo de L. braziliensis.

No Brasil, as espécies de Leishmania responsaveis pelas formas tegumentar e
visceral da doenca possuem ampla distribuicdo geografica, principalmente L.
brasiliensis, L. amazonensis e L. infantum. Existem areas de sobreposi¢do onde ocorrem
casos autoctones tanto de LV causada por L. infantum quanto de LT causada por L.
amazonensis, como por exemplo, a regido Norte (Pard), regido Nordeste (Bahia,
Maranhdo e Ceard), regido Sudeste (Minas Gerais) e Centro-Oeste (Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul) (BRASIL, 2017).

Em areas de sobreposicdo de LV e LT o controle torna-se bem complexo, pois,
no Brasil, a prevencdo e vigilancia sdo totalmente distintas para as duas formas clinicas,
e devem se basear em métodos de diagnostico parasitoldgico em conjunto com a
identificacdo da espécie de Leishmania envolvida, nesse sentindo a detecgdo e
compreensdo dessas coinfeccOes € de grande importancia (MADEIRA et al., 2006;
SILVA et al. 2011; PIRES 2014), para o controle da doencga atualmente.
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O espectro clinico da leishmaniose exibida no hospedeiro nas infeccdes L.
chagasi ou L. amazonensis, nos levar a pensar que tanto caracteristicas e fatores do
hospedeiro e do parasita estdo envolvidos na viabilidade clinica da doenca. Estudos que
levem a compreensdo do comportamento dessas espécies sdo de grande importancia
devido a essa diversidade clinica-epidemiologica em nosso pais. (DAVID &CRAFT,
2009). Atualmente varios trabalhos vém mostrando comportamentos viscerais em
espécies de L. amazonensis que comumente desenvolvem caracteristicas cutaneas da
doenca, levando a pensar em possivel coinfeccdo com outras espécies de Leishmania
especialmente L. chagasi Essas hipdteses levantam uma série de questdes em relacdo as
espécies causadoras da Leishmaniose Visceral e Leishmaniose Tegumentar,
principalmente em areas de sobreposicdo da ocorréncia de L. chagasi e de L.
amazonensis, que sdo espécies com ampla distribuicdo geografica no Brasil
(ANTONIOU et al. 2004).

Diante do exposto, desenvolvemos 0s seguintes questionamentos que nortearam
esse trabalho: nos casos de coinfecgdo experimental com essas duas espécies, qual delas
ou qual perfil de infeccdo sera predominante? Se as duas espécies poderiam ser
encontradas nas células do sistema mononuclear fagocitico concomitantemente, quais
das cepas teriam maior taxa de infectividade e como as mesmas modificam a resposta

imune durante a infecgéo in vitro?
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a resposta imune em macréfagos coinfectados por Leishmania

amazonensis e Leishmania chagasi.

2.2. Objetivo Especifico

e Auvaliar taxa de coinfec¢do por L. amazonensis e L. chagasi em células RAW
264.7

e Quantificar a producdo de Oxido nitrico e peroxido de hidrogénio por
macrofagos infectados com uma ou mais espécies de Leishmanias

e Comparar e identificar as formas amastigotas das espécies Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (L.) chagasi no interior dos macrofagos

¢ Quantificar as citocinas presentes no sobrenadante da cultura, por citometria de

fluxo (CBA —cytometric beads array)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Cultura de células RAW 264.7

As células da linhagem RAW 264.7 foram mantidas em meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino em estufa de CO, a 37 °C. As células
foram coradas com cristal violeta para contagem em camara de Neubauer com auxilio

de microscopio 6ptico de luz comum, e ajustada na concentracéo de 1x10°células/poco.

3.2. Parasito

As formas promastigotas de cepas L. amazonensis (MHOM/BR/1987/BA-125),
marcadas com proteina verde florescente (GFP) e L. chagasi (MHOM/BR/1970/BH-46)
foram cultivadas em meio Schneider suplementado com Soro Fetal Bovino a 10% e
acondicionadas em camara de demanda bioquimica de oxigénio a 27°C, e
posteriormente foi feito a contagem em camara de Neubauer e 0 ajuste na concentracao

de 1x10° Leishmania/poco.

3.3. Infeccdo dos macréfagos com Leishmania

A suspensdo de célula RAW 264.7 foi colocada em placa de 24 pogos, com
laminula redonda, a uma concentracéo de 1x10°células/ml por pogco em um volume final
de 500 pl, e foram mantidas por 2 horas em de CO, a 37 °C, para sua aderéncia na
placa. Passada as 2 horas a placa foi lavada com Tampéo fosfato Salino (PBS) para
retirada das células ndo aderidas. Entdo foi adicionado meio com as duas espécies L.
amazonensis e L. chagasi nos grupos coinfectados e apenas uma das espécies nos
grupos controles, em uma proporcdo de 1 macrofago /10 Leishmania, mantendo-as em
cultura por 4 horas em estufa de CO, a 37 °C. Apds esse periodo, as placas foram
lavadas com PBS para retirada do sobrenadante e realizado a contagem dos parasitos
ndo fagocitados, através da cadmara de Neubauer. Posteriormente as placas foram
colocadas novamente em estufa de CO,a 37°C e mantidas em cultura em dois tempos,
24 e 48 horas, passado esse tempo as laminulas foram retiradas para analise no

microscopio de fluorescéncia, e contagem das amastigotas.

30



3.4. Confeccbes das laminas e andlise no microscopio de florescéncia

As laminulas foram retiradas da placa de cultura, lavadas com agua destilada, e
posteriormente foram coradas com Giemsa 10%, por 10 minutos. Apos 24hs, foi
adicionado o glicerol a 50% nas laminulas que foram seladas nas laminas.

As laminas foram analisadas em microscopio éptico de fluorescéncia (invertido
NIKON®, modelo eclipse Ti-U) e do programa NIS-Elements advanced research
(Nikon Corporation®, Japdo) com sobreposicdo de imagens em campo claro e escuro.
Esta sobreposicdo é realizada para diferenciar as espécies de Leishmania nas laminas de
coinfec¢do. A espécie L. amazonensis (GFP) quando estimulada no filtro Emission
Green Fluorescent Protein (EGFP), esta proteina é excitada e visualizada em campo
escuro. Enquanto que, L. chagasi ndo marcada é visualizada em campo claro.

Foram quantificados 100 macréfagos (infectado e ndo infectados) por laminula e
as amastigotas nos macréfagos infectados. E calculada a taxa de infeccdo (LIMA

JUNIOR et al., 2014), segundo equagao abaixo:

Total de amastigotas

Taxa de infeccio = % macrofagos infectados X -
fece ? fag f Total de macréfagos

3.5. Dosagem de NO

Apds os tempos de 24 e 48 horas, 50uL do sobrenadante foi retirado para
realizar a dosagem de NO através da adicdo de 50uL do Reagente de Griess. A leitura
foi feita em espectrofotémetro a 540nm (DING, 1988).

3.6. Dosagem de Perdxido

Apds as 24 e 48hs de infeccdo foi retirado o sobrenadante da placa e adicionado
0 PBS. A placa foi centrifugada e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspenso
em PBS, e foi adicionado o DHR (100nM); posteriormente incubada em estufa a 37°C,
por 10 minutos, ap0s o tempo de reacdo com o DHR, adicionou-se o estimulo do PMA
(50 nM) nos pogos pré- definidos e foram incubadas novamente por 60 min a 37 °C. A
suspensdo celular foi entdo lavada com PBS, centrifugada a 4°C, e resuspensa em

200uL de PBS e as células foram lida em citdmetro de fluxo. A leitura foi feita no canal
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FL-1 ou Green, com os parametros de complexidade (SSC) e tamanho celular (FSC)
definindo o gate de aquisi¢do das celulas. (CHEN & JUNGER, 2012)

3.7. Dosagem de citocinas

Para a quantificacdo das citocinas IL-12, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e MCP-1 foi
utilizada a técnica de Cytometric Bead Array (CBA), 0 ensaio citométrico de esferas
ordenadas. Todos os reagentes utilizados foram provenientes do Mouse Inflammation
Kit, obtidos da Becton Dickinson Biosciences (San Jose, CA, USA).

Foi transferido 25ul do sobrenadante da cultura de 24 e 48hs para a placa de 96
pocos de fundo U. Em seguida foi adicionado 25uL de cada reagente “cytokine beads”
para marcar a producdo de cada citocina e 25 pL de anticorpo conjugado ao
fluorocromo PE. Os tubos foram homogeneizados e incubados a temperatura ambiente
por 2 horas protegidos da luz. Ap6s o periodo de incubacdo, as amostras forma
ressuspensas com 200 pL de solucdo tampdo. A placa foi centrifugada por 10 minutos a
1500 rpm e o sobrenadante descartado. As amostras foram entdo ressuspensas em 200
pL de solucdo tampdo para leitura no citbmetro de fluxo FACScalibur (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA). Ap0s a leitura dos padrdes e das amostras, os dados
foram analisados no software FCAP ARRAY Versédo 3.0 (Becton Dickinson, San Jose,

CA, USA), onde os valores foram expressos em pg/mL para cada citocina.

3.8. Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o software GraphPadPrism 6.0
(GraphPad Software Inc.), utilizando o teste normalidade Komogorov-Smirnov seguido
do teste ANOVA, para variaveis paramétricas ou seguido do teste de Kruskal-Wallis,
para variaveis ndo-parametricas. Em todos os casos 0s resultados foram considerados
significantes quando, p< 0,05. Os dados obtidos foram expressos como média + desvio

padréo.
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n° amastigotas / macréfago

4. RESULTADOS

4.1. Taxa de infeccao

Foi observado que tanto no periodo de 24h quanto de 48h, a taxa de infeccéo do
grupo coinfectado com duas espécies de Leishmania, foi baixa em comparacdo a
infeccdo somente por L. amazonensis ou L. chagasi. No grupo L. amazonensis a taxa de

infeccdo foi maior nos dois periodos avaliados.
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Figura 10. Taxa de infeccdo. Os macréfagos RAW 264.7 (1x10°/pogo) foram infectados com a forma
promastigota de L. amazonensis e/ou L. chagasi (1x10%/poco) durante dois periodos. (A) Taxa de infecgdo por
24 horas. (B) Taxa de infeccdo por 48 horas. ** Os dados estdo expressos em meédia + desvio padréo, onde *
p < 0,05, ** p< 0,005, *** p<0,0001 diferenca entre 0s grupos.
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Figura 11 Numero de amastigota na infeccdo. Macréfagos (RAW 264.7) coinfectados por Leishmania
amazonensis e Leishmania chagasi. Os macr6fagos RAW 264.7 (1x10%poco) foram infectados com a
forma promastigota de L. amazonensis e L. chagasi (1x10%/poco) durante dois periodos. (A) Nimero de
amastigotas no interior do macréfago no periodo de 24h. (B) Numero de amastigotas no interior do
macrofago periodo de 48h. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo, onde * indica p < 0,05
diferenca entre 0s grupos.
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Figura 12. Porcentagem de promastigota ndo internalizadas. Macrofagos (RAW 264.7) coinfectados
por Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi. Os macréfagos RAW 264.7 (1x10%pogo) foram
infectados com a forma promastigota de L. amazonensis e L. chagasi (1x10%/pogo). Foi retirado o
sobrenadante apds 4h, para a verificagdo do promastigota ndo internalizadas, no periodo de 24h e foi
retirado o sobrenadante ap6s 24h, para a verificacdo do promastigota ndo internalizadas no periodo de 48h,
e foi realizada a contagem. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo, onde * p < 0,05, ** p<
0,005, *** p<0,0001 diferenca entre 0s grupos.

4.2. Imagem de macrofagos (RAW 264.7) infectados e coinfectados com
promastigotas de L.amazonensis (GFP) e L.chagasi.
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Figura 13. Imagem de macréfagos (RAW 264.7) infectados e coinfectados por promastigota de Leishmania
amazonensis(GFP) e Leishmania chagasi no periodo de 24h: Macrdfagos (RAW 264.7) infectados e coinfectados por
L. amazonensis e L. chagasi. Os macréfagos RAW 264.7 (1x10°/poco) foram infectados com a forma promastigota de L.
amazonensis e L. chagasi (1x10%poco). As laminulas foram retiradas da placa de 24 pocos, coradas com Giemsa e
visualizadas através do MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA NIKON ECLIPSE TI. (A) Macréfagos (RAW 264.7)
sem infeccédo; (B) Macrofagos (RAW 264.7) infectados por L. chagasi; (C) Macréfagos (RAW 264.7) infectados por L.
amazonensis; (D) Macréfagos (RAW 264.7) coinfectados por L. amazonensis(GFP) e L. chagasi. Escala 25um.
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Figura 14. Imagem de macréfagos (RAW 264.7) infectados e coinfectados por promastigota de Leishmania
amazonensis (GFP) e Leishmania chagasi no periodo de 48h: Macr6fagos (RAW 264.7) infectados e
coinfectados por L. amazonensis e L. chagasi. Os macréfagos RAW 264.7 (1x10°/pogo) foram infectados com a
forma promastigota de L. amazonensis e L. chagasi (1x10%/poco). As laminulas foram retiradas da placa de 24,
coradas com Giemsa e visualizadas através do MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA NIKON ECLIPSE TI. (A)
Macro6fagos (RAW 264.7) sem infeccdo; (B) Macréfagos (RAW 264.7) infectados por L. chagasi; (C) Macréfagos
(RAW 264.7) infectados por L. amazonensis (GFP); (D) Macrofagos (RAW 264.7) coinfectados por L.

4.2. Producado de Oxido Nitrico e Peréxido de Hidrogénio (H,05,)

A producdo de Oxido nitrico ndo foi detectada no sobrenadante das culturas.
Porém quando avaliado a producéo de peroxido de hidrogénio no periodo de 24h e 48h
0 grupo coinfectado teve producdo menor, comparado ao grupo L. amazonensis e L.
chagasi. Analisando os grupos em relacdo ao periodo (Figura 13c) o grupo coinfectado

aumentou a producdo em 48h, ocorrendo 0 mesmo com o grupo L. chagasi.
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Figura 15. Producéo de Perdxido de hidrogénio (H,O,). Os macréfagos RAW 264.7 (1x10°/pogo) foram
infectados com a forma promastigota de L. amazonensis e/ou L. chagasi (1x10%poco). Em seguida foram
marcados via DHR para avaliacdo da producdo de H,0,. (A) Producdo de H,O, no periodo de 24h. (B)
Producdo de H,0, no periodo de 48h. (C) Producéo de H,0, correlacionando os dois periodos. Os dados estéo
expressos em média + desvio padrédo, onde * indica p < 0,05 diferenca entre os grupos.

4.3. Quantificacdo de citocinas

Quanto a quantificacdo das citocinas, foram detectadas de forma significativas
no ensaio, apenas a producdo de TNF-a no periodo de 24h assim como no de 48h no
grupo coinfectado, que foi maior quando comparada ao grupo L. chagasi,
comportamento semelhante ao grupo L. amazonensis. A producdo de MCP-1 foi
expressiva no grupo coinfectado, no periodo de 24h assim como no grupo L.
amazonensis. No periodo de 48h todos os grupos demonstram elevada produgdo da

citocina.
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Figura 16. Quantificagio de Citocinas TNF-a. Os macréfagos RAW 264.7 (1x10°/pogo) foram infectados
com a forma promastigota de L. amazonensis e/ou L. chagasi (1x10%pogo) em dois periodos. O
sobrenadante da cultura foi utilizado para quantificagdo de citocinas pela técnica de CBA. (A)
Quantificacdo TNF-a em 24h. (B) Quantificacdo de TNF-a em 48h. (C) Quantificacdo de TNF-a

correlacionado nos dois periodos. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo, onde * p < 0,05, **
p< 0,005, *** p<0,0001 diferenca entre os grupos.
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Figura 16. Quantificacdo de Citocinas MCP-1. Os macréfagos RAW 264.7 (1x10°/poco) foram infectados
com a forma promastigota de L. amazonensis e/ou L. chagasi (1x10%poco) em dois periodos. O sobrenadante
da cultura foi utilizado para quantificacdo de citocinas via técnica de CBA (A) Quantificagdo MCP-1 em 24h.
(B) Quantificacdo de MCP-1 em 48h. (C) Quantificacdo de MCP-1 correlacionado nos dois periodos Os
dados estéo expressos em média + desvio padrdo, onde * indica p < 0,05 diferenca entre 0s grupos.
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5. DISCUSSAO

A ocorréncia e frequéncia de infeccdo natural com mais de uma espécie de
Leishmania, especialmente onde focos em que duas espécies se sobrepdem, acredita-se
ser mais prevalente do que relatado na literatura cientifica. A infec¢do por espécies L.
chagasi e L. amazonensis como citado anteriormente, apresenta diversidade quanto a
manifestacdo clinica, por conta do parasito, bem como do hospedeiro envolvido, e estes
fatores estdo diretamente ligados a variabilidade de quadros encontrados da doenga,
principalmente em areas endémicas (BABIKER, 2014).

O trabalho de AL-DIWANY e colaboradores (1995) foi um dos primeiros a
descrever casos de coinfecgdo de LT e LV causadas pelas espécies L. major e L.
donovani no Iraque, sendo essa sobreposicao prevalente em varias regides deste pais.

Em teste in vivo, realizado em hamster (Mesocricetus auratus) foi observado que
em macréfagos coinfectados com L. amazonensis e L. infantum, a espécie L.
amazonensis foi uma das responsaveis por esplenomegalia precoce e lesdes de pele no
local do indculo e nas lesBes disseminadas, demonstrando uma possivel viceralizacdo da
L. amazonensis. (CELESTE, 2015).

Nesta pesquisa, foi analisada a coinfeccdo diretamente em macr6fagos murinos
por L. amazonensis e L. chagasi, de forma que fosse possivel ter um perfil da resposta
imunolégica diante dessa situacdo. Observamos que na avaliacdo da taxa de infeccdo, o
grupo coinfectado ndo apresentou uma taxa expressiva quando comparado aos grupos
com infec¢des Unica de espécie, como 0 grupo L. amazonensis que apresentou uma taxa
de infeccdo maior, nos periodos de 24h e 48h. Embora, quando esse periodo se estendeu
para 48h, o grupo coinfeccdo tenha se mostrado aumento na taxa de infecgéo,
possivelmente em decorréncia da semelhante proliferacdo das espécies isoladas.

Alguns trabalhos como Tolezano et al., 2007; Dias et al., 2011; Hoffmann et al.,
2012, tém demonstrado o desenvolvimento de LV causada por L. amazonensis
acometendo cdes de area urbana nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Parana. Foi
relatado que 68 animais com suspeita clinica de LV, todos positivos na sorologia e, com
o0 isolamento de Leishmania a partir de medula dssea, foram encontrados por PCR-
RFLP 39% de animais infectados por L. amazonensis e 61% infectados por L. infantum.
Essa porcentagem elevada de animais infectados por L. amazonensis ficou acima do
esperado, principalmente por ter sido identificada a partir de amostras isoladas de

medula dssea, indicando visceralizacdo (FONSECA et al., 2011).
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No cultivo em laboratério de mais de uma espécie de Leishmania, trabalhos
anteriores demonstraram que as espécies dominantes tendem a inibir o crescimento da
outra, dificultando a deteccdo e compreensdo do fendmeno da infeccdo mista.
(BABIKER, 2014).

Casos de culturas mistas com espécies diferentes sugerem que a eliminacdo de
uma espécie provavelmente ocorra porque elas Sd0 propensas a apresentarem
crescimentos diferentes, ocasionando a selecdo rapida. Assim, no momento em que um
isolado se adapta a cultura e cresce em quantidade suficiente para permitir a
caracterizacdo, uma espécie originalmente presente pode se perder. Este pode ser um
processo rapido, indicando que as infecgdes mistas naturais in vivo podem nao ser
detectadas devido a selecdo em procedimentos de isolamento e caracterizacao.
(ABREU-SILVA et al. 2004).

Se observarmos a taxa de infeccdo mista, € importante notar que L. chagasi se
mostrou com maior infectividade, tanto no periodo de 24h, quanto de 48h, entretanto o
grupo L. amazonensis isolado no periodo de 48h mostrou um aumento evidente da
infeccdo, supondo que exista uma competicao, que inicialmente L. chagasi se sobressai.
A suposta competicdo presente no grupo coinfectado pode definir possivelmente a
visceralizacdo in vivo da espécie L. amazonensis como um mecanismo adaptativo.

Outros autores observaram in vivo coinfeccdo em uma mesma lesdo e
consideram que as caracteristicas atipicas nas lesbes da pele estejam relacionadas com a
infeccdo mista. Acredita-se que a maior gravidade na coinfeccdo possa estar relacionada
a diversos fatores como: o inoculo que foi dobrado, levando a uma exacerbacdo da
doenga com comprometimento sisttmico e maior disseminacdo; a presenca de duas
cepas virulentas que causam uma diversidade de manifestagdes clinicas em seus
hospedeiros, além de ambas serem espécies viscerotropicas. Além disso, a presenca
destas espécies em 6rgdos como o bago pode ser causador de uma imunossupressao no
hospedeiro, levando a replicacdo descontrolada do parasito, comprometendo a funcao
efetora dos macrofagos e tornando a doenca mais grave, juntamente com o fato de ser
utilizado um modelo experimental altamente susceptivel a estas espécies (MARTINEZ
ET AL. 2002).

Na presente pesquisa, foi verificada também, a producdo de perdxido de
hidrogénio nos macrofagos, atraves da marcacdo por DHR, onde os dados
demonstraram producdo no grupo de infeccdo Unica tanto de L. chagasi, quanto de L.

amazonensis, nos dois periodos (24h e 48h). Entretanto, no grupo da coinfeccdo, no
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periodo de 24 h a producédo nédo foi expressiva, se comparada ao periodo de 48h, onde o
grupo coinfectado demonstrou um aumento da producgdo de H,O,. . (Figura 11c). Esse
aumento de H,0O, na coinfeccdo possivelmente deve estar ligada sobretudo a esta maior
producdo causada pela L. chagasi, que na infeccdo Unica mostrou comportamento
semelhante.

Os macréfagos quando infectados por parasitos, se destacam pela variedade de
mecanismos microbicidas para controlar e eliminar o agente intracelular, dentre estes
destacamos a producdo de 6xido nitrico e perdxido de hidrogénio que sdo considerados
principais mediadores leishmanicidas (BOGDAN, 2015).

O perdxido de hidrogénio (H,O,) € um metabdlito de oxigénio extremamente
deletério devido a sua participacdo na reacdo que produz o radical OH (FERREIRA E
MATSUBARA, 1997) e e formado a partir da dismutacdo do z ‘O2, uma reacdo
catalisada pela enzima dismutase de superdxido (SOD) (ASSCHE et al, 2011)

Durante o reconhecimento por receptores de membrana e consequente fagocitose
do parasito, o “burst oxidativo” via NADPH oxidase ¢ iniciado. Este mecanismo ¢ de
suma importancia na geracdo de espeécies reativas de oxigénio (EROS), onde destaca-se
0 perdxido de hidrogénio (H,O,) que atua em componentes celulares do parasito, como
proteinas e lipidios, além de causar aumento da permeabilidade da membrana e danos
ao DNA que culmina na morte da Leishmania (SCOTT & NOVAIS, 2016).

O objetivo da agressdo oxidativa do hospedeiro € eliminar a intrusdo parasitaria,
mas sua producdo persistente também pode levar a danos nos Orgdos ou
tecidos. Espécies reativas de oxigénio (O, , H,O,, etc.) sdo potencialmente
prejudiciais quando trazem modificacdo funcional e estrutural de proteinas, a
peroxidacdo lipidica, que altera ainda mais a arquitetura ordenada das células. Esses
radicais também ajudam na ativacdo da resposta inflamatdria regulando tirosina e
proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e ativacdo de fatores transcricionais
como NF-«xB, AP-1, que levam a producdo de citocinas inflamatorias e
antiinflamatérias.( SRIVASTAVA, 2012)

Nesse sentido, a producdo exagerada de H,O,ndo é saudavel para a célula, uma
vez que a producdo equilibrada possibilita maior reacdo da célula contra o patogeno,
como sugerido diante dos resultados desta pesquisa.

ConcentragOes elevadas de H,O, produzidos na fase de proliferacdo de L.
amazonensis, podem estar indicando que esta molécula é importante para o parasita

crescer. Atualmente, é aceito que 0s organismos ndo apenas se adaptaram para lidar com
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espécies oxidantes, mas também desenvolveram mecanismos para fazer uso desses radicais
livres (DROGE, 2002)

O fato é que o perfil imunoldgico do hospedeiro interfere fortemente na
resisténcia ou suscetibilidade a infeccdo. O equilibrio entre a ativacdo de linfocitos e
macrofagos leva ao controle da infeccdo e o desequilibrio frequentemente determina a
taxa de sobrevivéncia dos parasitos dentro dos macrofagos (LIU e UZONNA, 2012;
MENEZES et al., 2015).

Ja foi mostrado que o0 aumento da producédo de citocinas como IL-6 e TNF-a
durante a infeccéo por espécies de Leishmania sp. é induzido via degradacdo da GP63,
sendo esta uma das moléculas relacionadas a viruléncia, muito abundante na superficie
celular do parasito (OLIVIER et al., 2012). Essas citocinas desempenham funcdo no
recrutamento, assim como a quimiocina MCP-1, e na ativacdo celular de fagocitos para
o sitio inflamatério, o que pode favorecer a infeccdo de novas células na fase aguda
principalmente em modelos in vivo (DUQUE & DESCOTEAUX, 2015).

Quando avaliamos a quantificacdo de citocinas anti e pré-inflamatérias, damos
destaque a producdo de TNF-a, onde foi observada producdo acentuada nos grupos
coinfectado e L. amazonensis, em comparagdo com o grupo L. chagasi, tanto no periodo
de 24h, quanto no de 48h. J4 o MCP-1 foi verificado também uma produgdo expressiva
no grupo coinfectado e no grupo L. amazonensis no periodo de 24h. E no periodo de
48h, a producdo desta citocina foi elevada em todos os grupos, mas sem diferenca
estatistica entre eles.

Trabalhos anteriores avaliando perfil da leishmaniose visceral, realizado com
sobrenadante de culturas in vitro de macréfagos oriundos dos linfonodos de cées
infectados pelo parasito, mostrou baixa atividade de arginase, enquanto que
prostaglandina em maior concentracdo, sugerem a predominancia de macréfagos M1 na
resposta imune e consequentemente o aumento da citocina inflamatéria TNF-a
(VENTURIN et al., 2016)

Com relacdo ao perfil de reposta para L. amazonensis, responsavel pela
Leishmaniose Cuténea (LC), apresenta-se de forma mais complexa, visto ser um perfil
mediado por linfocitos Th1/Th2 diferindo das espécies presentes na Eurasia e Africa, o
que dificulta os estudos para tratamento e controle da LC (BOGGIATTO et al., 2009).
O controle da infecgdo por L. amazonensis ainda é muito controverso, pois assim como

em humanos, camundongos infectados por este parasito apresentam uma resposta
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atenuada e mista, onde vale ressaltar que estes perfis de resposta mediados por células T
estdo diretamente relacionados a polarizagdo de macrofagos para perfis “classicos”
(M1) ou “alternativos” (M2), respectivamente ( SOOG, 2012) (MILLS & LEY, 2014).

Macrofagos infectados com L. amazonensis, mesmo na presenca de IFN-y e
TNF, ndo conseguem eliminar os parasitos. 1sso acontece, provavelmente, pois no caso
dessa espécie ha formagdo do vacuolo parasitéforo, o que pode comprometer a acdo
leishmanicida do NO e das espécies reativas de oxigénio (ROS). Recentemente, relatou-
se que a infeccdo por L. amazonensis dificulta a migracdo de celulas dendriticas do sitio
de infeccdo para os linfonodos drenantes. Esses modelos de suscetibilidade estdo
ligados a uma baixa quantidade de citocinas como IFN-y, IL-10 e IL-17, sendo que esse
cenario inicial pode ser crucial para a sobrevivéncia do parasito e para a manuten¢do da
carga parasitaria (HERMIDA, 2014)

Ja MCP-1, por exercer um efeito quimioatraente sobre populacdes de linfdcitos
T CD4+, em altas concentragdes pode ativar mecanismos que eliminam espécies de
Leishmania, como eliminagdo parasitaria em macréfagos humanos infectados por L.
infantum, pela inducdo de reativos intermediarios do oxigénio ou via a producao de
oxido nitrico, pelo macréfago ativado ( DEY et al. 2007).

Observou-se que o comportamento das espécies na coinfeccdo in vitro se
mostrou complexo, visto que in vivo pode ser bastante diferente, mesmo se falando em
um ambiente controlado, contudo os resultados até aqui mostraram que a relacdo das
espécies na infeccdo mista possivelmente seja de competicdo, embora o perfil da
resposta destes macrdéfagos tenha sido semelhante ao de infeccdo simples por L.
amazonensis. Dessa forma, se faz necessarias analises posteriores para elucidar
possiveis ddvidas em relacdo ao contexto de coinfeccdo de duas espécies de

Leishmania.
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CONCLUSAO

Na coinfeccdo a espécie que se mostrou mais prevalente inicialmente foi L.
chagasi, entretanto supdem-se que houve um comportamento competitivo entre
as espécies.

A capacidade infectiva de L. amazonensis mostrou ser maior quando avaliada
individualmente, enquanto a produgéo de TNF-a, citocina inflamatoria, mostrou-
se expressiva neste grupo e no grupo coinfectado nos dois periodo avaliados.

O perfil da resposta imune das células coinfectadas se mostrou complexo, uma

vez que notou-se maior taxa de infecgdo de L. chagasi, com caracteristicas de
respostas semelhante a infecgcdo por L. amazonensis
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