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AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE E CURSO CLINICO NA COINFECCAO EXPERIMENTAL
POR Plasmodium berghei ANKA E Leishmania major

RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR
Uyla Ornellas Garcia
A coinfecgdo por diferentes parasitos € comumente observada na natureza e representa um

complexo desafio para o entendimento do seu curso e consequéncias, em termos da resposta imune
e desfecho clinico, no hospedeiro humano. A malaria e leishmaniose sdo doencas negligenciadas,
coendémicas em diversas regides do mundo, inclusive no Brasil. Atualmente, existem poucos estudos
a respeito das coinfec¢fes por Plasmodium spp. e Leishmania spp. no Brasil e no mundo, apesar da
sua sobreposi¢éo geogréfica. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os impactos que uma
infeccdo pode ter sobre a resposta imune e a evolugdo clinica da outra. Para tal, dois desenhos
experimentais foram desenvolvidos: (A) camundongos C57BL/6 foram infectados com Plasmodium
berghei ANKA e posteriormente coinfectados com Leishmania major e (B) camundongos C57BL/6
foram infectados primeiro com L. major e posteriormente coinfectados com P. berghei ANKA.
Avaliamos o curso clinico de ambas as doengas por parametros como sobrevida, peso, temperatura,
parasitemia e o0 aparecimento de lesdes (por L. major) na orelha dos animais. O perfil de
recrutamento de células do sistema imune foi determinado por citometria de fluxo e a dosagem
sistémica de citocinas foi avaliada pelo Kit Cytometric Bead Array. Para o desenho experimental A
observamos que a coinfeccdo com L. major ndo altera o curso clinico da infeccdo malérica. Embora
tenhamos observado diferencas no percentual e total de células linfoides e/ou mieloides no baco
entre 0s grupos. Ao avaliarmos a carga parasitaria (por L. major) do linfonodo drenante da lesdo dos
animais coinfectados, observamos uma redugdo na mesma. Esta redugdo esta relacionada a maior
concentracdo de citocinas do perfil Th1l detectadas no soro dos animais coinfectados em relagédo aos
animais infectados apenas com L. major. Assim, observamos que a progressdo da infeccao por
Leishmania é diferente daquela vista durante a coinfeccao e, portanto, a infecgdo com o Plasmodium
poderia exercer uma influéncia no controle da proliferacdo do parasito L. major. J& no desenho
experimental B, a coinfeccdo com o P. berghei ANKA apresenta um efeito benéfico no
desenvolvimento da leishmaniose cutédnea causada por L. major, diminuindo o tamanho da lesdo
causada por este parasito. Esta reducéo foi acompanhada por uma diminuicdo na carga parasitaria
das lesGes e aumento no nivel de citocinas séricas em animais coinfectados, os quais apresentaram
um perfil mais pré-inflamatério (quando comparado a infeccdo somente com L. major), mediado por
citocinas como IFN-y e TNF-a. Foi verificada ainda uma redugdo no numero total de células T (CD4+
e CD8") e células mieloides no bago dos animais coinfectados quando comparado aos animas
infectados apenas com Plasmodium, e que o recrutamento de linfocitos para a orelha diminui nos
animais coinfectados em relacdo aos camundongos infectados apenas com Leishmania. Nossos
dados sugerem que a coinfec¢cdo com Plasmodium ativa uma resposta imune que consegue controlar
a proliferagdo de L. major em camundongos C57BL/6 resultando em uma menor carga parasitaria e

les6es menores nos animais coinfectados.
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EVALUATION OF IMMUNE RESPONSE AND CLINICAL COURSE DURING Plasmodium berghei
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY
Uyla Ornellas Garcia

Co-infection with different parasites is commonly observed in nature and represents a complex
challenge for understanding its course and consequences, in terms of immune response and clinical
outcome, in the human host. Malaria and leishmaniasis are neglected diseases, co-endemic in various
regions of the world, including Brazil. There are currently few studies on Plasmodium spp. and
Leishmania spp. in Brazil and worldwide, despite their geographical overlap. In this context, the
objective of this study was to evaluate the impacts that one infection may have on the immune
response and the clinical evolution of the other. For this purpose, two experimental designs were
developed: (a) C57BL/6 mice were infected with Plasmodium berghei ANKA and subsequently co-
infected with Leishmania major and (b) C57BL/6 mice were first infected with L. major and
subsequently co-infected with P. berghei ANKA. We evaluated the clinical course of both diseases by
parameters such as survival, weight, temperature, parasitemia and the appearance of lesions (by L.
major) in the ear of the animals. The recruitment profile of immune system cells was determined by
flow cytometry and the systemic cytokine dosage was evaluated by the Cytometric Bead Array Kit. For
experimental design A, we observed that coinfection with L. major does not alter the clinical course of
malarial infection. Although we observed differences in the percentage and total of lymphoid and/or
myeloid cells in the spleen between the groups. When we evaluated the parasitic load (by L. major) of
the draining lymph node of the lesion of the co-infected animals, we observed a reduction in it. This
reduction is related to the higher concentration of Thl profile cytokines detected in the serum of co-
infected animals compared to animals infected with L. major only. Thus, we observed that the
progression of Leishmania infection is different from that seen during coinfection and therefore
Plasmodium infection could exert an influence on the control of L. major parasite proliferation. In
experimental design B, P. berghei ANKA coinfection has a beneficial effect on the development of
cutaneous leishmaniasis caused by L. major, reducing the size of the lesion caused by this parasite.
This reduction was accompanied by a decrease in the parasite burden of the lesions and an increase
in serum cytokine levels in co-infected animals, which had a more pro-inflammatory profile (when
compared to infection with L. major only), mediated by cytokines such as IFN-y and TNF-a. There was
also a reduction in the total number of T cells (CD4* and CD8*) and myeloid in the spleen of co-
infected animals compared to Plasmodium-infected animals, and that ear lymphocyte recruitment
decreased in co-infected animals compared to mice infected with Leishmania only. Our data suggest
that Plasmodium coinfection activates an immune response that can control L. major proliferation in

C57BL/6 mice resulting in lower parasitic burden and minor lesions in co-infected animals.
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1 INTRODUCAO

1.1 Malaria

1.1.1 Epidemiologia

A malaria € uma doenca parasitaria causada por protozoarios do género
Plasmodium e um grave problema de saude publica. Segundo o World Malaria
Report (2018), foram notificados 219 milhdes de casos em 91 paises e 435 mil
mortes em 2017, concentradas principalmente em 17 paises da Africa como Nigéria
e Republica Democratica do Congo, e na india (OMS, 2018) (Figura 1). Paises como
Quirguistdo e Sri Lanka foram certificados como livres de maléria no ano de 2016
(OMS, 2018). Nas Américas, a transmissdao da malaria ocorre em pelo menos 21

paises e foram totalizadas 630 mortes no ano de 2017 (OMS, 2018).

Um ou mais casos em 2017 Certificado de maldria livre desde 2000
Zero casos em 2017 Sem maldria
Zeros casos (= 3 anos) em 2017 Mo aplicavel

WHO: World Heath Organization, 2018

Figura 1. Paises com casos autdctones de malaria em 2000 e seu status de
endemicidade em 2017. Mapa representativo das areas endémicas para malaria. Na
legenda em vermelho, &reas com um ou mais casos autoctones notificados em 2017; em
amarelo, areas com zero casos em 2017; em azul, &reas com zero casos ha mais de 3 anos
em 2017; em verde; areas certificadas sem malaria desde 2000; em branco, areas sem
maléria e em cinza, areas sem dados fornecidos. Todos os paises da Regido Européia
relataram zero casos autéctones em 2016 e novamente em 2017. Em 2017, a China e El
Salvador registraram zero casos autoctones. Fonte: OMS, 2018.
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O Brasil é responsavel por mais de 50% do total de casos de maléaria nas
Américas (OMS, 2018). De acordo com dados do Sivep-Malaria e SINAN foram
notificados no Brasil, em 2018, 194.271 casos de malaria. Destes, 193.534 casos
foram notificados na regido da Amazonia Legal Brasileira que compreende os
estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondonia,
Roraima e Tocantins. Quando comparados os casos notificados no mesmo periodo
(Janeiro a fevereiro) de 2017 e 2018, observou-se um aumento de 56% ocorréncia
de malaria autéctone nas regides endémicas. Fora da regido da Amazonia Legal, o
namero de casos autoctones reportados vem aumentando nas regides Sul e
Sudeste, onde a malaria humana havia sido erradicada ha mais de 50 anos (BRASIL
et al., 2017). Os ultimos surtos fora da Amazoénia Legal ocorreram nos estados de
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Bahia, Espirito Santo, Mato Grosso e Parana, onde
condicBes como presenca do vetor, populacdo susceptivel e condigdes ecoldgicas e

geograficas, favoreceram o surgimento dos casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

A malaria humana é causada por 6 espécies de Plasmodium, sendo eles: P.
malariae, P. vivax, P. falciparum, P. ovale, P. knowlesi e P. simium (SUTHERLAND
et al., 2010, AHMED & COX-SINGH., 2015; WHO, 2019). Este foi recentemente
descrito como uma espécie de transmissao zoondtica, encontrada na Mata Atlantica
do Rio de Janeiro (BRASIL et al.,, 2017). As diversas espécies de Plasmodium
apresentam diferencas em relagdo a sua distribuicdo geografica, gravidade
patologica e biologia. O P. falciparum é a espécie predominante no continente
Africano, e encontrado também em outras regides tropicais e subtropicais. E
considerada a espécie de maior impacto na saude publica devido as altas taxas de
morbidade e mortalidade, além da resisténcia a farmacos (GARCIA, 2010). Ja o P.
vivax é a espécie mais amplamente distribuida no mundo. Encontrada em regides
tropicais, subtropicais e temperadas, é a principal causa de maléria fora da Africa,
afetando regides da Asia e das Américas (GARCIA, 2010; CARLTON et al., 2011).
Juntos, o P. falciparum e o P. vivax, suscitam mais de 90% de todas as infec¢des

malaricas.

A transmissdo da malaria € feita por fémeas de mosquitos do género
Anopheles. No mundo, o principal vetor € o Anopheles gambiae, espécie encontrada
na Africa e que ja existiu no Nordeste brasileiro de onde foi erradicada no inicio da

década de 1940 (KILLEEN et al., 2002). No Brasil, a espécie de maior importancia é
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o Anopheles darlingi, distribuida em grande parte do territério nacional e muito
suscetivel a infeccdo por diferentes espécies de Plasmodium. Outra espécie
relevante é o Anopheles aquasalis, encontrado em areas litordneas devido a sua
preferéncia por agua salobra, além de areas de solo rico em cloreto de sodio, como
no interior do Nordeste (DEANE, 1948; ZIMMERMAN, 1992; SINKA et al., 2010).

1.1.2 Ciclo biolégico do Plasmodium spp

O Plasmodium apresenta diferentes formas evolutivas durante o seu ciclo
bioldgico no hospedeiro invertebrado e vertebrado, o que justifica a complexidade do
seu ciclo. Apesar da variedade de espécies de Plasmodium, seus ciclos biolégicos

mantém pontos em comum.

No hospedeiro vertebrado, o ciclo (Figura 2) se inicia no momento do repasto
sanguineo. Mosquitos fémeas do género Anopheles inoculam na derme, juntamente
com a saliva, os esporozoitos, a forma infectante do Plasmodium. Estes evadem do
local, penetrando ativamente os vasos sanguineos e os vasos linfaticos (AMINO et
al., 2006).
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Figura 2. Ciclo biolégico do Plasmodium spp. 1) Estagio exo-eritrocitico, iniciado com a
inoculagcédo de esporozoitos na derme do hospedeiro vertebrado e infeccdo dos hepatécitos
(fase assintomatica da doencga). 2) Estagio eritrocitico, com a ruptura dos merossomos e
liberacdo de formas merozoitas na corrente sanguinea, ocorre a invasao dos
eritrécitos/reticuldcitos (fase sintomatica da doenga). 3) Ciclo no hospedeiro invertebrado,
com a ingestdo de gametécitos aplds o vetor realizar seu repasto sanguineo em um
individuo infectado. Fonte: Adaptado de Garcia-Basteiro et al., 2012.

Os esporozoitos que chegam aos vasos sanguineos migram para o figado,
aderem-se as ceélulas endoteliais dos sinusoides hepaticos e iniciam o “gliding”,
movimento em forma de deslizamento. Desta forma eles atravessam a barreira
sinusal e uma vez no parénquima hepatico, migram de forma ativa através de
diversos hepatdécitos (ISHINO et al., 2004; MEYER et al., 2008). Apds atravessarem
algumas destas células, os esporozoitos aderem-se em determinados hepatocitos e
iniciam a formacdo do vacuolo parasitéforo. Neste, entram em processo de
diferenciagdo e multiplicacdo por reproducdo assexuada (esquizogonia exo-
eritrocitica), onde o esporozoito se transforma de uma forma ativa a uma forma
replicativa, o trofozoito exo-eritrocitico (ISHINO et al., 2004). Como resultado desta
fase ha o desenvolvimento de esquizontes hepaticos, repletos de merozoitos no seu

interior. Segundo Sturm e cols., (2006), os hepatdcitos parasitados entram em
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processo de morte celular e destes originam vesiculas cheias de merozoitos,

denominadas merossomos.

Quando atingem a corrente sanguinea, os merossomos liberam merozoitos
que invadem os eritrécitos rapidamente e iniciam a fase eritrocitica e sintomética da
doenca (MOTA et al.,, 2001; STURM et al.,, 2006). A entrada dos merozoitos em
eritrocitos é feita de forma ativa envolvendo uma série de interacfes especificas em
diferentes etapas, como: reconhecimento e adesdo do merozoito a membrana do
eritrocito; a reorientacdo apical do merozoito em direcdo & membrana do eritrgcito; a
formacdo de uma juncdo entre o cone apical do parasito e a membrana celular do
eritrocito; e por dltimo, ocorre a invaginacdo da membrana do eritrocito com o
movimento ao redor do merozoito, quando o parasito se encontraria dentro da célula
e envolto pelo vacuolo parasitoforo (MARKUS, 2011). No vacuolo, os merozoitos se
diferenciam em trofozoitas, que por sua vez, multiplicam-se (esquizogonia
eritrocitica) dando origem aos esquizontes sanguineos, repletos de merozoitos.
Essas formas sdo liberadas apoOs ruptura do eritrocito e invadem novas células,

repetindo o ciclo eritrocitico por diversas vezes.

Durante o ciclo eritrocitico, alguns merozoitos sanguineos diferenciam-se em
formas sexuadas, gametocitos masculinos ou femininos. Estes gametdcitos, ao
serem ingeridos pelo vetor, dado continuidade ao ciclo sexuado do parasito
(esporogobnico) no hospedeiro invertebrado. No interior do estbmago do inseto, sédo
formados os gametas feminino e masculino, que ao se fundirem originam uma forma
moével denominada oocineto. Apds atravessar o epitélio intestinal do mosquito, o
oocineto aloja-se na membrana basal e desenvolve-se em oocisto (KROTOZKI,
1985). No interior do oocisto ocorre a diferenciacdo e divisdo nuclear do parasito que
resulta na formacao de milhares de esporozoitos. O ciclo esporogbnico dura de 10 a
12 dias e depende da espécie do Plasmodium e da temperatura externa, ja que a
temperatura 6tima para o desenvolvimento do parasito esta entre 22-30°C (22°C
para P. malariae, 25°C para P. vivax e 30°C para P. falciparum). No caso de
temperaturas abaixo dos 15°C ou acima dos 38°C, a transmisséo fica comprometida
(ABRANTES & SILVEIRA, 2009). Os esporozoitos liberados na hemolinfa migram
para as glandulas salivares do mosquito que, ao realizar novo repasto sanguineo,

inocula essas formas no hospedeiro vertebrado, reiniciando o ciclo.
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A ruptura dos esquizontes eritrocitarios esta associada aos episodios febris,
entre outros sintomas, como calafrios, sudorese, cefaleia e dores musculares. Essa
sintomatologia € observada na maioria dos pacientes, mas em alguns casos, pode
evoluir para manifestacbes graves como a malaria pulmonar, anemia grave e a
malaria cerebral, seguido ou ndo de Obito (LACERDA-QUEIROZ et al.,, 2008;
ASHLEY et al., 2018).

1.1.3 Malaria cerebral

A malaria cerebral (MC) é uma complicacdo da doenca causada
principalmente pelo P. falciparum. Pode se desenvolver rapidamente apds episodios
iniciais de febre com duracéo de 2 a 3 dias. E considerada uma encefalopatia difusa,
onde o paciente apresenta sonoléncia e confusdo mental, podendo cursar ou nao
com crises convulsivas generalizadas ou focais. Esses sintomas podem progredir
rapidamente, levando a um aumento da pressao intracraniana, hemiparesia, ataxia e
podendo evoluir para coma que pode durar algumas horas ou até mesmo dias (de
SOUZA et al., 2009; Gomes, 2011; DVORIN, 2017). Além desses sinais, sintomas
como mal-estar, dor de cabeca, vomitos e diarreia estdo associados. Essa sindrome
ocorre em 1% dos individuos infectados e apresenta taxas de mortalidade de 6,1%
em criancas e 35,6% em adultos (BERNABEU; SMITH, 2017; DONDORP et al.,
2008).

7

A fisiopatologia da MC ainda é pouco conhecida. Existem duas grandes
teorias para explicar a patogénese da MC humana. A teoria da obstru¢cdo mecanica
sugere que a MC é uma consequéncia direta do sequestro dos eritrécitos, em sua
maioria parasitados, leucécitos e plaguetas na microvasculatura do cérebro, que
acarreta na obstrucao do fluxo sanguineo e hipéxia cerebral (WASSMER & GRAU,
2017).

Na malaria cerebral experimental, a adesdo de leucdcitos a vasculatura
cerebral é frequentemente observada. Imagens in vivo, utilizando microscopia
intravital, de animais C57BL/6 infectados com P.berghei ANKA demonstraram o
acumulo de agregados de leucadcitos e plaquetas em vénulas cerebrais pos-capilares
associados com disfungdo do endotélio, extravasamento vascular, sinais
neurologicos e coma (SAPARNA et al., 2014; SOUZA et al., 2015).
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Na malaria cerebral humana, o sequestro de eritrocitos parasitados no
endotélio (Figura 3) ocorre pela interacdo de antigenos do parasito localizados na
superficie de hemacias parasitadas, PfEMP1 (P. falciparum encoded erythrocyte
membrane protein 1) e receptores como ICAM-1, CD36, E-selectina e VCAM-1,
presentes na superficie de células endoteliais (PAIN et al.,, 2001; WASSMER &
GRAU, 2017). Uma dessas moléculas de adesdo, a ICAM-1, apresenta ainda um
papel controverso na interagdo leucdcito/endotélio na promogdo da disfuncéo
cerebral durante a malaria grave experimental (SOUZA et al., 2015).

Quebra da barreira
hematoencefalica

Figura 3 Representacdo do sequestro de eritrocitos infectados pelo Plasmodium
falciparum na microvasculatura. Ligacdo de eritrocitos infectados aos receptores como
ICAM-1, CD36 e HS expressos pelas células endoteliais da microvasculatura cerebral. Os
eritrécitos infectados e nao infectados também interagem formando rosetas. Esse processo
de agregacdao celular contribui para a inflamacéo, adesao de plaguetas e interrompe o fluxo
sanguineo no cérebro. Fonte: Adaptado de WAHLGREN et al., 2017.

Segundo Ramos e cols., (2013) ao estudar camundongos deficientes em
diferentes isoformas de ICAM-1 (expressa em diferentes células) foi possivel mostrar
gue essa molécula expressa apenas nos leucocitos é suficiente para o
desenvolvimento da maléaria cerebral experimental (RAMOS et al.,, 2013). Estes
resultados mostraram que a expressdo de uma uUnica isoforma de ICAM-1, é
suficiente para impulsionar o desenvolvimento de maléaria cerebral experimental

(MCE), independente da expressao no endotélio (RAMOS et al., 2013).
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Ja a teoria da inflamacao sugere que a MC é o resultado de uma resposta
imune exacerbada, na qual citocinas do tipo 1, especialmente TNF e IFN-y,
apresentam papel central no processo (CLARK & ROCKETT, 1994; MEDANA et al.,
1997).

Atualmente acredita-se que a patologia resulta da juncédo das duas teorias,
onde a citoaderéncia é ampliada pela resposta imune patogénica. A producédo
acentuada de citocinas pro-inflamatoérias desencadeia uma cascata inflamatéria que
aumenta a expressdo das moléculas de adesdo como ICAM-1, VCAM-1 e CD36 no
endotélio vascular. A expressao elevada dessas moléculas favorece a formacéo de
aglomerados de plaquetas e rosetas. O fendmeno das rosetas ocorre pela adesao

entre si de eritrdcitos infectados e nao infectados ao endotélio.

Como consequéncia ocorre a ativacdo endotelial excessiva, com secrecao
local de mediadores proé-inflamatérios (WASSMER et al., 2006) e a liberacao
desequilibrada de mediadores vasoativos, incluindo endotelina-1 e angiopoietina-2
(DIETMANN et al., 2008)

Por fim, a barreira das células endoteliais do cérebro fica prejudicada
resultando no vazamento do conteddo vascular para o parénquima cerebral
(WENISCH et al., 1996)

1.1.4 Respostaimune

A resposta imune ao Plasmodium é complexa e especifica para cada estagio
do ciclo de vida do parasito. No estagio exo-eritrocitico a resposta imune é
direcionada aos esporozoitos livres desde a sua inoculacdo na derme do hospedeiro

vertebrado até a fase intra-hepética.

A primeira linha de defesa do hospedeiro ao parasito € a derme, na qual se
encontram e/ou sdo recrutadas células do sistema imune inato como 0s macrofagos,
células dendriticas, neutréfilos e mondcitos (RADTKE et al.,, 2015). Estudos
envolvendo os modelos murinos de infecgdo com P. berghei e P. yoelli mostram que
0S esporozoitos inoculados na pele se deslocam ativamente, movendo-se por entre
as células do hospedeiro por um mecanismo conhecido com gliding, mas também

sdo capazes de romper as membranas e atravessar as células do hospedeiro. A
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capacidade de transmigracdo € essencial para que 0s esporozoitos escapem dos
fagocitos e deixem a derme. Foi observado que além de atingirem a corrente
sanguinea em direcdo ao figado, uma proporcdo significativa dos parasitos
permanece na pele, enquanto outros sdo drenados pelos vasos linfaticos e atingem
os linfonodos drenantes (PRUDENCIO et al., 2006; YAMAUCHI et al., 2007). A
maioria dos parasitos que permanecem na derme é destruida pelas células do
sistema imune. No entanto, algumas formas infectantes permanecem latentes nos
foliculos pilosos na derme (MEYER et al.,, 2008; GUEIRARD et al., 2010). Os
parasitos presentes nestes foliculos podem funcionar como um reservatoério e fonte

de antigenos para os linfonodos drenantes (AMINO et al., 2007).

No linfonodo drenante, os parasitos sdo capturados e degradados por células
dendriticas CD8a, que 0 processam e apresentam seus antigenos, via MHC | para
os linfocitos T CD8 (RADTKE et al.,, 2015). Camundongos Batf3” apresentam
namero reduzido de DCs CD8a e, consequentemente, reducdo em 50% da
expansao de células T CD8 especificas aos antigenos do esporozoito (RADTKE et
al., 2015).

Os parasitos que alcancam a corrente sanguinea migram até o figado e
atravessam a barreira sinusoidal do figado (TAVARES et al., 2013), formada por
células endoteliais sinusoidais e células de Kupffer (KCs). No parénquima hepatico,
0S esporozoitos atravessam varios hepatécitos e deixam um rastro de antigenos,
como a proteina circunsporozoita (CSP), nas células que transmigram. A proteina
CSP suporta o desenvolvimento do parasito por suprimir a via NF-kB de sinalizacao.
(DING et al., 2012). Também foi observado que esta migracdo do esporozoito pelas
células do hospedeiro € um passo essencial para a infeccdo final do hepatdcito por
induzir a secrecdo do fator de crescimento de hepatécitos (HGF), tornando os

hepatocitos mais suscetiveis a infeccdo (CARROLO et al, 2003).

Ao mesmo tempo, foi demonstrado que a transmigracdo do parasito pelos
hepatocitos, in vitro, e a liberacdo de material citosolico destas células tém efeitos
deletérios para a infeccdo, por ativar a via MyD88 e NF-kB, induzindo maior
expressdo da enzima INOS e producdo de NO, molécula detrimental para o
desenvolvimento do esquizonte. Interessantemente, a ativacdo de NF-kB nédo é
observada nas células atravessadas, mas apenas nas células vizinhas (TORGLER

et al., 2008).
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Nossa compreensdo atual da resposta imune adaptativa ao estagio pre-
eritrocitico da malaria €, em sua maioria, baseada em estudos utilizando roedores e
humanos que receberam multiplas injecdes com esporozoitos atenuados, tornando-
se resistentes a infeccdo quando desafiados com o esporozoita selvagem. Liehl e
cols., (2014) observaram que o RNA de Plasmodium pode ativar o receptor de
reconhecimento de padrdo (PRR) citoplasmatico, MDAS, induzindo a producédo e
liberacdo de IFNs I. Os IFNs I, por sua vez, induzem a produgao de quimiocinas e o
recrutamento de leucdcitos para o sitio de infeccdo. Camundongos deficientes no
receptor de IFN | (IFNR do tipo I) apresentam reducdo no percentual de células
infiltrando o tecido e no controle do parasito (LIEHL, 2014). IFNs | s&o citocinas
conhecidas por inibirem o crescimento das formas exo-eritrociticas do parasito
(HISAEDA et al., 2005).

Entre os leucdcitos recrutados estdo as células T CD8, NK, NKT e Tyd, que
medeiam esta acdo anti-parasito ao secretarem IFNs | e IFNy (OCANA-MORGNER
et al., 2003).

Inicialmente, foi proposto que a protecdo contra a fase preé-eritrocitica seria
mediada diretamente pelas células T CD8 citotoxicas (CTLs) através da liberacéo de
perforinas e granzimas. As CTLs provocariam a apoptose dos hepatécitos infectados
e eliminagéo dos parasitos intracelulares (MELLOUK; HOFFMAN, 1994). Contudo,
foi demonstrado que as células T CD8 presentes no figado produzem IFN-y em
resposta aos antigenos do parasito apresentados pelos hepatdcitos infectados. O
IFN-y induz a producéo de IL-12 por macrofagos e células dendriticas ativadas que,
por sua vez, leva a producéo de IFN-y adicional pelas células NK, em um feedback
positivo que representa um importante mecanismo de amplificacdo de resposta
(DOOLAN & HOFFMAN., 1999; ARTAVANIS-TSAKONAS & RILEY., 2002).

As células T CD4 especificas ao parasito também sdo importantes no
desenvolvimento da resposta adquirida ao auxiliarem na diferenciacéo das células T

CDS8 e na resposta de anticorpos.

Apesar da resposta imune induzida durante o estagio preé-eritrocitico,
milhares de merozoitos sdo gerados nos hepatocitos. Os merozoitos, no entanto,
ndo sdo liberados diretamente nos sinusoéides hepaticos, onde estariam expostos a
fagocitose pelas células de Kupffer. Os parasitos alcancam a corrente sanguinea

através dos merossomos, vesiculas derivadas da membrana do hepatdcito e que
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ndo expressam fosfatidilserina (PS). Os merozoitos intra-hepaticos captam o Ca?*
intracelular, mantendo seus niveis baixos na célula hospedeira, e assim inibem a
exposicdo de PS na camada externa da membrana plasmatica dos hepatdcitos
apoptoticos e merossomos. A distribuicdo assimétrica de residuos de PS é uma
marca registrada de células viaveis, e o reconhecimento de células mortas por
fagocitos depende, pelo menos em parte, da exposicdo de PS na camada externa
da membrana das células em apoptose (STURM et al., 2006).

Assim, por ndo expressarem PS, os merossomos nao sao reconhecidos e
fagocitados nos sinusodides hepaticos, garantindo a liberacdo de merozoitos vivos
diretamente na circulagdo e marcando o inicio da fase eritrocitica do ciclo do
parasito (STURM et al., 2006).

Na corrente sanguinea, 0s merozoitos invadem os eritrocitos. Por né&o
apresentarem moléculas de MHC em sua membrana, os eritrocitos permitem o
desenvolvimento intracelular do parasito sem que o mesmo seja reconhecido pelo
sistema imune (YAMAUCHI et al., 2007).

Durante a fase eritrocitica, ocorrem repetidos ciclos de invasao e ruptura dos
eritrécitos. Com a ruptura dos eritrocitos infectados, merozoitos, antigenos derivados
do parasito (PAMPs, do inglés Pathogen Associated Molecular Patterns) e moléculas
derivadas da célula hospedeira (DAMPs, do inglés Damage-Associated Molecular
Patterns) sao liberadas na corrente sanguinea e ativam a resposta imune do
hospedeiro. O cristal de hemozoina € um destes PAMPs. O parasito promove a
clivagem da hemoglobina por intermédio da enzima plasmepsina em peptideos
menores (aminoacidos), resultando na liberacdo do grupo prostético heme
juntamente com moléculas de oxigénio. O grupo heme liberado, rico em ferro, é
oxidado para um estado férrico (Fe®"), criando um ambiente de pH baixo que
combinado com moléculas de oxigénio, propicia a producéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), molécula danosa tanto para o parasito quanto para o hospedeiro
(SULLIVAN, 2002).

Assim, para remover o heme livre, o parasito promove a formagao desses
cristais de hemozoina (dimeros de heme) no vacuolo parasitéforo, que ao serem
liberados na circulagcdo ativam as células do sistema imune inato. Estudos in vitro
relatam que a hemozoina é capaz de ativar diferentes células, como macro6fagos e

monadcitos, e essas células passam entdo a produzir citocinas pro-inflamatérias
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como TNF e IL-1 (HAFALLA, 2011; OAKLEY et al, 2011). O TNF atua sobre o
proprio macrofago induzindo a expressdo da enzima iINOS e producdo de oxido
nitrico (NO).

As células dendriticas também secretam IL-12 ao reconhecerem produtos do
parasito via TLRs e MyD88 (FRANKLIN et al., 2007). A IL-12 induz a ativacao de
células T CD4 produtoras de IFN-y (Th1) que novamente, ira atuar nos macréfagos
levando a producéo de radicais livres de oxigénio (ROS) e NO, necessarios para a
eliminacdo dos estagios sanguineos dos parasitos da malaria (BAKIR et al., 2011). A
dualidade das citocinas pré-inflamatérias, se deve ao fato de serem fundamentais no
controle da parasitemia, mas também estarem intrinsecamente relacionadas a

exacerbacédo da resposta imune na malaria.

A resposta humoral tem importante papel no controle da doenca, onde a
protecdo mediada pelos anticorpos envolve: (I) a inibicdo da invasdo de novos
eritrécitos pelo bloqueio de proteinas responsaveis pela interacdo parasito-célula
hospedeira, como a MSP-1 (proteina de superficie do merozoito 1); (ll) a aglutinacéo
dos merozoitos apés sua liberacdo dos eritrécitos, prevenindo a sua dispersdo na
corrente sangulinea; (lll) a opsonizacdo dos merozoitas por anticorpos citofilicos
IgG1l e IgG3, facilitando o seu reconhecimento e fagocitose pelos macréfagos ou
mediando o processo de citotoxicidade mediada por células dependente de
anticorpos (ADCC), levando a remocédo e morte desses merozoitas (CARVALHO et
al., 2002; LUSINGU et al., 2005; SOE et al.,, 2004) e (IV) o reconhecimento de
moléculas induzidas pelo parasito na superficie dos eritrécitos infectados (BULL et
al., 1998)
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1.1.5 Modelos experimentais de malaria

Parasitos do género Plasmodium infectam uma variedade de animais. Com
raras excecdes, sdo especificos para uma Unica espécie de hospedeiro vertebrado.
Homens e primatas, por exemplo, podem ser infectados por uma mesma espécie.
Por questdes principalmente éticas, 0 modelo experimental de primata ndo-humano
é utilizado em escala restrita, sendo substituido sempre que possivel por outros
modelos (CONCEA, 2016; FISCHER & TAMIOSO, 2016). Em contrapartida, os
modelos experimentais murinos apresentam vantagens em relacdo a procriacao,
periodo curto de gestacao, diversidade de linhagem e manutencéo, sendo o modelo
de preferéncia para realizacdo de estudos de infeccdo experimental (ANDRADE et
al.,, 2002). Além disso, esses modelos oferecem a chance de desvendar
mecanismos imunoldgicos envolvidos durante a maléria, dado que ha similaridades
entre a resposta imune e patologia da infeccdo em humanos e camundongos (LAMB
et al., 2006).

Entre os Plasmodium spp de roedores, a primeira espécie foi descrita por
Vinckey e cols., em 1948. Dois anos depois, 0 mesmo parasito foi encontrado no
sangue de roedores silvestres no Congo, Africa (VINCKE & LIPS, 1948). A partir
desse parasito, e apoés infeccbes sucessivas em ratos brancos, originou-se a
primeira cepa de P. berghei, a cepa K173. Posteriormente, trés novas espécies que
infectam camundongos foram encontradas: o P. vinckei, P. chabaudi e P. yoeli
(RODHAIN, 1920; LANDAU, 1965). Dentre as cepas de P. berghei utilizadas em
estudos experimentais, esta inclusa a cepa ANKA, isolada em regifes da Republica

Democratica do Congo.

De acordo com VAN DER HEYDE e cols., (2001) camundongos podem ser
geneticamente resistentes ou suscetiveis a infeccdo. O modelo de infeccdo de
camundongos C57BL/6 com P. berghei ANKA é extensivamente utilizado para o
estudo da MCE. Este modelo desenvolve a forma grave da doengca com sintomas
neurologicos, disfuncdo motora, convulsdo/coma e morte de 80% a 100% dos
animais em 6 a 9 dias apds a infeccdo. Analises histoldégicas também revelam
alteracbes morfoldgicas cerebrais, com ativacdo de ceélulas endoteliais e microglia
nestes animais (MEDANA et al, 1997; AMANTE et al, 2010). Na MCE, no entanto, o
leucocito € o principal tipo celular sequestrado na microcirculagdo e ndo os
eritrcitos, como na malaria cerebral humana (NEILL; HUNT, 1992; ADAMS et al.,
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2000). E interessante notar que, mesmo apos tratamento dos camundongos com
malaria cerebral, os animais apresentam comprometimento cognitivo a longo prazo
(DESRUISSEAUX et al, 2008; REIS et al, 2010). Além dos sintomas neuroldgicos,
0os camundongos C57BL/6 infectados com P. berghei ANKA apresentam angustia
respiratoria, anemia e nefrite, manifestacbes clinicas observadas em pacientes
infectados pelo P. falciparum (VAN DER HEYDE et al., 2001).

Dentre os outros representantes da espécie Mus musculus, para o estudo da
malaria cerebral, h& ainda outros camundongos suscetiveis e os modelos resistentes
(BALB/c e A/J) a infeccdo pelo P. berghei ANKA e a outras espécies de Plasmodium
(Tabela 1). A infeccdo de camundongos BALB/c com P. berghei ANKA, modelo
resistente a malaria cerebral, cursa com um quadro de anemia severa, onde 0s
animais morrem 20 dias ap0s a infeccdo (KOSSODO & GRAU, 1993).
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Tabela 1. Modelos experimentais murino de infec¢cdo por Plasmodium spp.

Linhagem do modelo
Parasito Cepa experimental murino Letalidade Estudo Experimental

Malaria Cerebral

C57BL/6 Experimental
ANKA BALB/c Letal Patogénese
CBA Sequestro
P. berghei
BALB/c .
CBA Patogénese
K173 DBA Letal Malaria Cerebral
C57BL/6 Experimental
CBA Mecanismos imunes
17XL BALB/c Patogénese
C57BL/6 Sequestro
DBA Letal Maléria Cerebral
Suico Experimental
P.yoelii
CBA
17XNL BALB/c N&o letal Resposta Imune
C57BL/6 Vacinas
DBA
Mecanismos imunes
129sv Sinais clinicos/ Sequestro
AlJ .
DBA/2J N&ao Letal
P.chabaudi Patogénese
chabaudi AS 109 :
Quimioterapia
CBA Letal Resisténcia e
C57BL/6 susceptibilidade
BALB/c Mecanismos imunes

Adaptado de: Li et al., 2001.
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1.2 Leishmanioses

A leishmaniose € uma doenca causada por parasitos do género Leishmania e
apresenta um amplo espectro clinico e epidemioldgico, envolvendo uma diversidade
de espécies do parasito, vetores (hospedeiros invertebrados) e reservatérios
(hospedeiros vertebrados). Mais de 50 espécies de Leishmania foram identificadas
em todo o mundo, e pelo menos 20 dessas espécies tém importancia médica
significativa e representam um importante problema de saldde publica em regides
tropicais e subtropicais do mundo. As leishmanioses sdo agrupadas em duas
principais formas clinicas: a leishmaniose cutanea e a leishmaniose visceral
(ANVERSA et al, 2018; BURZA et al, 2018).

1.2.1 Epidemiologia

Parasitos do género Leishmania pertencem a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae, e sao classificados em dois subgéneros, Leishmania
(Leishmania) e Leishmania (Viannia). Estes parasitos sdo encontrados sob duas
formas evolutivas: amastigota (forma intracelular do hospedeiro vertebrado) e
promastigota (forma extracelular do hospedeiro invertebrado). Os parasitos do
género Leishmania sdo transmitidos através da picada de vetores da familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, sendo os géneros Phlebotomus, no Velho
Mundo, e Lutzomyia, no Novo Mundo, os de maior importancia para a transmissao.
Os parasitos podem infectar o homem, além de animais domésticos e silvestres, e
os ciclos de transmissdo podem ser antroponéticos ou zoondticos. No ciclo
antroponoético, o ser humano é o reservatério, fonte de disseminacédo da infeccao
para o vetor flebotomineo. No ciclo zoondtico, os animais sdo os reservatorios e sdo
responsaveis pela manutencao e disseminacéo do parasito. A expansdo da doenca
€ mediada por processos de urbanizacdo, desmatamento, além de migracées
populacionais de areas rurais para areas urbanas, conflitos armados, entre outros
(DESJEUX, 2001).

Os parasitos do género Leishmania compreendem varias espécies
distribuidas em regides do Velho Mundo (Europa, Asia e Africa) e do Novo Mundo
(Américas), sendo descritas aproximadamente 53 espécies de Leishmania. Destas,

20 espécies sdo reconhecidas por infectar o homem (AKHOUNDI et al., 2016).
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Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimasse que 350 milhdes de
pessoas estejam em risco de contrair a infeccdo. Para a leishmaniose visceral,
estimasse que ocorram de 0.2 a 0.4 milhdes de casos por ano, com 90% dos casos
concentrados em paises como o Brasil, Etiépia e Suddo (ALVAR et al., 2012; WHO,
2019). Em relacdo a leishmaniose cutanea, estimasse que ocorram de 0.7 a 1,2
milhdes de casos de leishmaniose cutdnea no mundo todos os anos (ALVAR et al.,
2012). (Figura 4). A doenca é encontrada em 98 paises ou territorios, sendo a maior
parte dos casos registrados em paises em desenvolvimento como o Brasil. A
leishmaniose é a segunda causa de morte entre as doencas parasitarias e,
responsavel por aproximadamente 50 mil mortes por ano. No Brasil, reportes do
Ministério da Saude de 2016 mostraram que a incidéncia da leishmaniose cutédnea
foi de aproximadamente 13.000 novos casos ao passo que da leishmaniose visceral
foi de 3.253 casos no periodo de 2013-2016, revelando assim os mais altos indices

para estas doencas na regiao.

Status da endemicidade de leishmaniose cutanea no mundo, 2015

Paises que relatam casos
de LC importados

Ird - 906 Kuwait - 7
¢ r 4 - ( Turquia - 815 Paraguai -4
- ] : / ' " Q Jordania - 187 Venezuela - 4
t A % Iraque - 186 Argentina - 3
Franga - 105 Belarus - 2
Libano - 95 Bulgaria - 2
Egito - 30 Grécia - 2
Colémbia - 20 Federagdo Russa - 2
Reino Unido - 15 Reptublica Tcheca - 1
Suriname - 12 México - 1
Portugal - 9 Tailandia - 1

Catar-9

‘ Nimero de novos casos
reportados de LC, 2016 }
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Figura 4. Status de endemicidade da leishmaniose cutanea no mundo em 2015. Mapa
representativo dos focos de leishmaniose cutdnea no mundo. As areas em marrom
representam regibes com mais de 5.000 novos casos noticiados; as em vermelho
representam areas com 1.000 a 4.999 novos casos; em bege, areas com 100 a 999 novos
casos; em rosa, com menos de 100 novos casos; em branco representam as areas onde
nao foram notificados novos casos; em verde, representa auséncia de casos autoctones e
em cinza, areas sem dados. Adaptado de: OMS, 2015.
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1.2.2 Ciclo biolégico da Leishmania spp

Os parasitos do género Leishmania possuem ciclo heteroxeno, durante o qual

se diferenciam dentro de hospedeiros vertebrados e hospedeiros invertebrados.

No intestino do flebotomineo, as células ingeridas se rompem e as formas
amastigotas liberadas se diferenciam em uma forma alongada, denominada
promastigota procicilica que se divide ainda no sangue ingerido durante o repasto,
que € envolvido por uma membrana peritréfica, que protege essas formas de serem
degradadas por enzimas digestivas. Apos 48 a 72 horas, essa membrana se rompe
e as formas promastigotas sdo liberadas, sendo neste estagio chamadas de
promastigotas nectomoénadas. Essas formas migram para regides do intestino do
vetor, dependendo da espécie e, desenvolvem-se em formas promastigotas

metaciclicas, processo chamado de metaciclogénese (KAMHAWI et al., 2006).

O padréao de desenvolvimento no intestino do inseto vetor permitiu a definicdo
dos subgéneros mencionados acima. Os parasitos do subgénero Leishmania
(Leishmania) se desenvolvem na porcdo média e anterior (desenvolvimento
suprapilario) do intestino do flebotomineo e posteriormente migram para a
probdscide. J& no subgénero Leishmania (Viannia), os parasitos se desenvolvem no
intestino posterior (desenvolvimento peripilario) e apés completar a diferenciacgéo,
migram para a regido média e para a probodscide (LAINSON & SHAW, 1987,
KAMHAWAI, 2006).

Ao migrarem para a probdscide de insetos fémeas pertencentes ao género
Lutzomyia ou Phlebotomus, essas formas promastigotas metaciclicas serao
regurgitadas juntamente com a sua saliva, na derme do hospedeiro, iniciando o ciclo
no hospedeiro vertebrado (Figura 5) (SCHLEIN et al., 1992; AWASTHI et al., 2004,
KAMHAWI et al, 2006; CHAPPUIS et al., 2007).
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Figura 5. Ciclo biolégico da Leishmania spp. Os parasitos do género Leishmania sdo
transmitidos pelas picadas de flebotomineos infectados, que injetam um pequeno niumero de
promastigotas metaciclicos na derme. Essas formas sdo fagocitadas por neutrdfilos e
macrofagos. Nos macrofagos se transformam em formas amastigotas no interior dos
fagolisossomas. Macréfagos infectados s@o captados por fleb6tomos durante o repasto
sanguineo. No intestino do vetor diferenciam-se em promastigotas metaciclicos e séo
inoculados pela fémea infectada do flébotomo em um novo hospedeiro vertebrado. Fonte:
Adaptado de Sacks & Noben-Trauth, 2002.

Na derme, o parasito entra em contato com células residentes como
macréfagos e células de Langerhans, além dos neutréfilos que séo recrutados para
o local. As formas promastigotas metaciclicas sdo rapidamente fagocitadas por
neutrofilos recém-chegados ao sitio de infeccdo (PETERS et al., 2008; RIBEIRO-
GOMES et al., 2012). No interior dos neutrofilos, os parasitos ndo conseguem se
diferenciar em amastigotas e multiplicar (LAUFS et al.,, 2002). Os parasitos
fagocitados por macréfagos sao internalizadas em fagossomos que se fundem com
lisossomos, dando origem aos fagolisossomos ou vacuolos parasitéforos. No interior
do macrofago, com a acidificacdo do vacuolo parasitéforo e a mudanca de

temperatura do inseto vetor para aquela do hospedeiro vertebrado, ocorre a
38



diferenciacdo da forma promastigota metaciclica para amastigota, a qual se
multiplica por divisdo binaria (McCONVILLE & NADERER, 2011; LIEVIN-LE &
LOISEAU, 2016). As células infectadas sofrem apoptose e/ou ruptura mecéanica
devido a multiplicacdo n&o controlada do parasito, dando lugar a disseminacdo do
protozoario, que é fagocitado por outros macréfagos adjacentes bem como por
outras células fagociticas mononucleares de diversos tecidos, como o baco, figado,
medula éssea e linfonodos (MURRAY et al., 2005; SAHA et al., 2006; HARHAY et
al., 2011; VAN GRIENSVEN & DIRO, 2012).

1.2.3 Leishmaniose cutanea

A leishmaniose cutdnea € causada por diferentes espécies do género
Leishmania. A apresentacao clinica da LC varia dependendo da espécie infectante,
e do perfil genético e resposta imune do hospedeiro. Os agentes etioldgicos da LC
bem como as diferentes formas clinicas causadas por estes sdo resumidos na
Tabela 2. Clinicamente a LC pode se apresentar na forma cutanea localizada,

mucosa e cutanea disseminada, sendo a forma cutanea localizada a mais comum.

A forma cutanea se apresenta geralmente como uma leséo Unica, no local da
inoculacéo das formas infectantes. Contudo, a disseminacdo do parasito na derme e
multiplas picadas do vetor podem gerar mais lesdes na derme. A lesdo surge apés
um longo periodo de incubacéo (2-8 meses), como papula eritematosa, acastanhada
gue aumenta gradualmente, transformando-se em nédulo ou Ulcera exposta com
bordas elevadas e endurecidas, caracteristicas classicas da lesdo na leishmaniose
cutdnea. Essas lesBes, no geral, curam espontaneamente ap0s alguns meses
(GONTIJO & CARVALHO., 2003; BLUM et al., 2014; TEMEL et al, 2019).
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Tabela 2. Principais formas clinicas de leishmaniose tegumentar e as espécies causadoras da

doenca.

Doenca

Espécie

Manifestacao clinica

Leishmaniose cutanea
localizada (LCL)

L. (L.) major
L. (L.) mexicana
L. (L.) amazonensis
L. (V.) braziliensis
L. (L.) tropica
L. (L.) aethiopica
L. (V.) panamensis
L. (V.) guyanensis
L. (L.) infantum

L. (L.) donovani

Lesdo Unica ou limitado ndmero
de lesdes; as Ulceras formadas
podem estar Umidas ou secas,
com borda crateriforme elevada.
Em geral s&@o lesdes auto-
resolutivas.

Leishmaniose
mucocutanea (LMC)

L. (V.) braziliensis
L. (V.) panamensis
L. (V.) guyanensis

L. (L.) amazonensis

Lesbes altamente inflamatérias
envolvendo as mucosas
orofaringeas; pode ser
desfigurante e s&o de dificil
tratamento.

Leishmaniose cutanea
anérgica difusa (LCD)

L. (L.) amazonensis
L. (L.) mexicana
L. (V.) pifanoi
L. (L.) aethiopica

Lesdes nodulares  multiplas,
disseminadas, em geral néo
ulcerativas; muitos parasitas nas
lesdes. Caracteriza-se pela
auséncia de resposta imune.

Leishmaniose disseminada
(LD)

L. (V.) braziliensis

Numerosas lesdes papulosas /
acneiformes em = 2 areas nao
adjacentes do corpo, geralmente
envolvendo membranas mucosas.
Poucos parasitas nas lesdes.

Leishmaniose dérmica p6s-
calazar (LDPC)

L. (L.) donovani

Cavitagéo macular,
maculopapular ou nodular
hipopigmentada. Parasitas estédo
presentes nas lesdes.

Adaptado de: Scorza et al, 2017.

No continente americano foram identificadas pelo menos onze espécies de
Leishmania dermotropicas. No Brasil, sete espécies foram identificadas como
agentes causais da leishmaniose cutanea, dentre elas as mais prevalentes séo: L.

braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensis. O parasito L. braziliensis € encontrado
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em todos os estados do pais, sendo a primeira espécie descrita como agente
etiolégico da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) (SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2017). E uma espécie zoondtica, seu ciclo de transmisso
envolve mamiferos silvestres como o0s marsupiais e causa lesfes cutaneas

localizadas, disseminadas e mucocutaneas (SHAW et al, 2003).

A L. amazonensis é encontrada na bacia Amazodnica e em alguns estados da
regido Sul, Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste. Essa espécie pode causar Ulceras
cutaneas localizadas, ou pode levar ao desenvolvimento da forma difusa da doenga.
Os reservatorios silvestres incluem roedores e marsupiais. A espécie L. guyanensis
esta associada a lesbes localizadas, com raro comprometimento de mucosas, e se
encontra distribuida em é&reas de floresta, principalmente na margem Norte do rio
Amazonas (SHAW et al, 2003; MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

No Velho Mundo, a ocorréncia de leishmaniose cutédnea se estende do
Senegal, na Africa até o Oriente Médio. A doenca pode ser causada por quatro
espécies de Leishmania: L. (L.) tropica, L. (L.) major e L. (L.) aethiopica. Além
destas, L. (L) infantum, associada em principio somente a leishmaniose visceral, é
também associada a leishmaniose cutédnea, com alguns casos, embora raros,
reportados desde a década de 80 em alguns paises (BELHADJ et al., 2003). As
lesBes cutadneas associadas podem ser Unicas ou multiplas, com evolucdo cronica e
gue curam espontaneamente (DEDET & PRATLONG., 2003).

A L. tropica é encontrada principalmente em areas urbanas, com transmissao
somente entre humanos, e produz ulceracfes indolores na pele. Ja a L. aethiopica, é
0 agente causador da leishmaniose cutanea difusa (LCD), que produz nddulos
cronicos, nao-ulcerados, por todo corpo (DESJEUX, 2001; 2004).

Leishmania major, é a espécie do Velho Mundo mais estudada. Esta espécie
estd associada a um ciclo de transmissdo zoonético que envolve o vetor
Phlebotomus papatasi e tem como principais reservatorios roedores silvestres como
Rhombomys optimus, encontrado no Afeganistdo, além de canideos infectados na
Arabia Saudita (MOTAZEDIAN et al., 2002; 2006). A leishmaniose cutanea causada
por essa espécie, apds um periodo de incubagdo assintomatico, é caracterizada por
um Unico ou pequeno numero de lesdes nodulares ou papulosas que se desenvolve

no local da deposicdo do parasito. Essas lesGes podem curar sem tratamento em
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muitos casos. Contudo, a resolucdo pode levar meses ou anos e resulta na
formac&o de uma cicatriz hipopigmentada e deprimida. E importante ressaltar que a
resolucdo da lesdo ndo corresponde a uma cura estéril, uma vez que parasitos ou
DNA do parasito podem ser encontrados em pacientes, anos ap0s 0 sucesso do
tratamento com cura clinica (SCHUBACH et al, 1998; SCORZA et al, 2017).

1.2.4 Respostaimune

O modelo experimental murino, apesar de ndo apresentar um perfil de
resposta imunoldgico totalmente igual ao humano, € capaz de mimetizar diversos
aspectos fisiolégicos da infeccdo, permitindo assim, a compreensao de aspectos
implicados na resposta do hospedeiro vertebrado a infeccdo (CHORILLI et al.,
2007).

Durante o repasto sanguineo, o inseto vetor ocasiona uma injdria na derme e
na microvasculatura, que ira desencadear uma forte resposta inflamatéria local e o

recrutamento de células para o sitio de infeccao.

Dessa maneira, as formas promastigotas metaciclicas inoculadas interagem
com um ambiente rico em células residentes na derme, como macréfagos,
queratinécitos e células de Langerhans, bem como por fagdcitos profissionais que

migram ao local da inflamacéo.

Os promastigotas penetram nas células fagociticas a partir da interacao de
suas moléculas da superficie com uma serie de receptores nos macréfagos, como
CR1 e CR3 e o0s receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs), como
receptores de fucose-manose e Scavenger (MOSSER & EDELSON et al, 1985;
GOUGH & GORDON, 2000). Uma vez que os macréfagos estdo infectados com o
parasito, ocorre a fusdo do fagossomo com o lisossomo, induzindo a acdo de
agentes leishmanicidas, como oOxido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio
(ROS). Esses macrofagos infectados se tornam incapazes de eliminar os parasitos,
além de ndo produzirem IL-12, citocina importante para a diferenciagdo da
populacao de células do tipo Thl (CARRERA et al, 1996; BELKAID et al, 1998).

Estudos com promastigotas de L. major mostram que ap0s a inoculagdo dos

parasitos, 0s queratindcitos secretam rapidamente mediadores imunomoduladores,
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como IL-12, IL-1B, IL-4 e IL-6 (EHRCHEN et al, 2010). Além disso, as células de
Langerhans, poucos minutos apds a inoculacao intradérmica do parasito, tornam-se
imoveis e incorporam multiplos parasitos, através da extensdo de pseuddpodes
(BREWIG et al, 2009).

Também, com a pequena hemorragia causada pelo dano da microvasculatura
local, os parasitos entram em contato com as proteinas do sistema complemento do
sangue do hospedeiro (DOMINGUEZ et al., 2003). E nessa fase que o parasito usa
sua primeira estratégia de escape, evitando a lise pelo complemento, por meio de
glicoproteinas da membrana do parasito como LPG e gp63 (também conhecida
como MSP, do inglés Major surface protease). A glicoproteina gp63 é expressa
abundantemente na superficie celular das formas promastigotas metaciclicas, sendo
responsavel por clivar a molécula C3b em C3bi, sua forma inativa, impedindo,
também, a formacdo do complexo de atague a membrana (MAC) do sistema
complemento. Essas moléculas atuam, também, na opsonizacdo do parasito,
facilitando a fagocitose por meio de ligacdo destas moléculas aos receptores do
sistema complemento CR3 e CR1 presentes nas células. A ligacdo aos receptores
do complemento impede a ativacdo dos mecanismos oxidativos microbicidas dos
fagédcitos, facilitando a persisténcia do parasito na célula (WRIGHT; SIVERSTEIN,
1983; BRITTINGHAM et al., 1995).

Além disso, as formas promastigotas induzem macréfagos a secretarem
CCL2 e CXCL1 que atuam recrutando mondcitos e neutrdéfilos, respectivamente,
para o local da infeccéo, no qual se instala uma resposta inflamatéria que resulta no
aparecimento da lesdo (RACOOSIN & BEVERLEY, 1997; VON STEBUT, 2007).

Os neutrdfilos, as primeiras células a serem recrutadas para o local da
infeccdo, atuam no controle da infeccao pela Leishmania de trés formas: por meio da
fagocitose, pela morte extracelular através da liberacdo de NETs (do inglés
Neutrophils Extracelular Traps), e pela cooperacdo com macréfagos dérmicos
(GUIMARAES et al., 2009; MOUGNEAU et al, 2011). A fagocitose dos parasitos
ativa o sistema NADPH oxidase ligado & membrana, importante para a producdo de
radicais reativos de oxigénio (ROS) que atuam diretamente na morte dos parasitos
(URIARTE et al., 2011; VETHANAYAGAM et al., 2011).
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Peters e cols., (2008) observaram, por microscopia intravital e por citometria
de fluxo, um intenso e rapido infiltrado neutrofilico nos locais da picada dos
flebotomineos, onde esses neutrofilos capturaram eficientemente os promastigotas
de L. major (PETERS et al., 2008). E importante ressaltar que apOs serem
internalizados pelos neutrofilos, os parasitos podem sobreviver por pelo menos 42
horas, mas nenhuma multiplicacdo é observada. Assim, essas células podem servir
apenas como células hospedeiras tempordrias para os parasitos nas primeiras horas
apos a infeccdo. Esta observacao levou os autores a denominar os neutréfilos como
“cavalos de tréia”, pois quando estas células entram em apoptose, sdo rapidamente
fagocitadas por macréfagos; contudo, como células apoptéticas ndo ativam as
funcbBes efetoras antimicrobianas dos macréfagos, a fagocitose dos neutrofilos
infectados resulta no “transporte silencioso” dos parasitos para o interior dos
macrofagos, e portanto, favorecem sua persisténcia e disseminacdo. A captacdo do
neutrofilo apoptético induz uma diminuicdo na producdo de mediadores proé-
inflamatérios como IL-1B e TNF-a e aumento da secrecdo de TGF-B pelos
macrofagos, sugerindo que a absorcdo de neutréfilos apoptoticos infectados pode
criar um meio anti-inflamatorio, benéfico para a sobrevivéncia da Leishmania, que
pode ser transferida para suas células alvo sem alarmar a resposta imune (VAN
ZANDBERGEN et al, 2004). Nao obstante, esses mecanismos parecem depender
do perfil genético do hospedeiro, pois, em um estudo com modelos murinos
resistentes e suscetiveis a infeccdo com L. major, foi observado que em
camundongos BALB/c (suscetiveis), a interacdo com neutréfilos mortos favoreceu a
proliferacdo de L. major através da producdo de PGE2 e TGF-B pelos macroéfagos.
No entanto, em camundongos resistentes (C57BL/6) os neutréfilos promoveram a
morte do parasito, através da producdo da elastase neutrofilica (NE) e da citocina
TNF-a, que induzem a atividade leishmanicida dos macréfagos (RIBEIRO-GOMES
et al, 2004; VAN ZANDBERGEN et al, 2004).

Além desse recrutamento rapido de neutréfilos, um influxo de mondcitos para
o sitio de infeccdo também € observado. Nestes, os mondcitos se diferenciam em
células dendriticas que podem eventualmente capturar amastigotas liberadas pela
lise de macréfagos (LEON et al., 2007). Van Zandbergen e cols., (2004) usando um
ensaio de migracdo in vitro, avaliou que os neutrdfilos infectados participam do
recrutamento de mondcitos para o local de infeccéo através da producéo de MIP-183,

fator quimiotatico para mondcitos (VAN ZANDBERGEN et al., 2004).
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Depois da fagocitose, algumas células dendriticas migram e chegam aos
linfonodos drenantes (VON STEBUT, 2007). Os linfonodos que drenam o local da
infecgdo sdo importantes para o desenvolvimento da resposta imune adaptativa
direcionada a Leishmania. Estudos em modelo murino demonstraram que células T
CD4* especificas para Leishmania sédo detectadas no linfonodo drenante em até 16h
apos a infeccdo (MALHERBE et al., 2000; EHRCHEN et al., 2008).

Essas células rapidamente se expandem e se diferenciam em células
secretoras de citocinas que exibem diferentes fenoétipos, dependendo da linhagem
do camundongo, podendo polarizar para uma resposta com perfil Thl ou Th2
(MALHERBE et al., 2000; VON STEBUT, 2007). Em todas as formas clinicas da LC,
a resposta imune é dependente de células T e, de maneira geral, isso se deve ao
balanco da resposta Th1/Th2 (BACELLAR et al., 2002).

Na leishmaniose humana e murina, a resposta imune celular do tipo Thl tem

sido associada ao controle da infec¢cao, com perfil de resisténcia (REIS et al., 2006).

As células das linhagens de animais geneticamente resistentes, como 0s
camundongos C57BL/6, diferenciam-se em células Thl que secretam IFN-y e/ou
TNF, contribuindo para a eliminacdo do parasito através de diferentes mecanismos,
incluindo a ativacdo de macrofagos para a producdo de éxido nitrico. Em contraste,
em camundongos da linhagem BALB/c, geneticamente suscetiveis, a resposta das
células T é dominada por células Th2 que secretam IL-4, IL-5 e IL-13, as quais
favorecem a persisténcia do parasito. Para que se estabeleca um perfil Thl, as
células dendriticas, além de processar e apresentar peptideos parasitarios para
células T CD4*, secretam citocinas como IL-12 ou IFN tipo 1 que promovem a
polarizacdo de células T virgens em linfocitos efetores Thl (VON STEBUT et al,
1998; STOBIE et al, 2000). Ja foi demonstrado que a infec¢éo por L. major induz a
producédo de IL-12 e que essa citocina € necessaria para o desenvolvimento de uma
resposta imune protetora Thl (SYPEK et al, 1993; VIEIRA et al, 1994). Na infecc¢ao,
as células dendriticas também secretam IFN tipo 1, que contribui para o
estabelecimento de uma resposta Thl protetora (FILIPPI et al, 2003; VON STEBUT
et al., 2003). A producdo de IFN-y é mantida também pelas células Natural Killer
(NK). Bajenoff e cols., (2006) usando andlise imuno-histoquimica e imagem
dindmica intravital para estudar a localizacdo e o comportamento das células NK em

linfonodos logo apds a infeccéo por L. major, mostraram que células NK residem na
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medula e no paracértex no linfonodo de camundongos naive, porém a infeccdo com
L. major induz as células NK a secretarem IFN-y e a serem realocadas para o
paracortex, onde a ativacdo de células T CD4* ocorreu concomitantemente
(BAJENOFF et al., 2006). Em outro estudo, foi visto que essa secre¢ao de IFN-y foi
parcialmente dependente da secrecdo de IL-12 pelas células dendriticas, mas
também da secrecdo de IL-2 por células T CD4* especificas para o parasita,
sugerindo que existe uma interacdo complexa entre células do sistema imune
adaptativo e células do sistema imune inato para responder a infeccdo pela
Leishmania (BIHL et al, 2010).

E importante ressaltar que um padrdo de resposta Thl n&do anula a presenca
de células Th2, e que a predominancia de células Thl ou Th2 é que determina o
perfil de resposta, regulando e favorecendo a manutencdo desse perfil em
contraposicao ao outro, através da secrecao e balanco de citocinas (CASTELLANO
et al., 2009).

A infeccdo por Leishmania também resulta na ativacdo e expanséo de células
T CD8 especificas para antigenos do parasito. Ja foi descrito o papel destas células
em relacdo a atividade citotoxica sobre macrofagos infectados, os quais, ao
sofrerem lise, contribuem para o dano tecidual, que levam ao aparecimento e
evolucdo das lesdes cutaneas (RUSSO et al, 1999; MACHADO et al, 2002;
HERNANDEZ-RUIZ et al, 2010). Por outro lado, em estudos in vitro com células
mononucleares humanas expostas ao parasito foi observada a producdo de IFN-y
por células T CD8*, levando a uma polarizacdo para uma resposta protetora com
perfil Th1 (NATEGHI et al, 2010).

1.2.5 Modelos experimentais de leishmaniose cutanea

Para estudar esses mecanismos imunes, o0 uso de modelos murinos € de
suma importancia por permitir o estudo, sob condicbes controladas, de aspectos
relacionados a imunopatologia do curso da infeccdo, entre outros. Os reservatorios
naturais de espécies de Leishmania sdo roedores encontrados em areas de
desertos e savanas (SACKS & MELBY, 2001) e mesmo aquelas espécies que néo

possuem estes roedores como reservatorios, como L. infantum, sdo capazes de
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infectar modelos murinos (SACKS & MELBY, 2001) (Tabela 3). Desta forma,
roedores vém sendo empregados em estudos experimentais das leishmanioses,

assim como da maléaria.

Tabela 3. Infeccdo experimental com Leishmania spp. em diferentes linhagens de
camundongos.

Linhagem do
modelo

Parasito Via de infeccéo : Evolucéo
experimental
murino
BALB/c
DBA/1 Progressiva
DBA/2 .
Crobnica
L. major Subcutanea C57BL/6
CBA
C3H
AL Cura
L. amazonensis Subcutanea BALB/c Cronica
' C57BL/10
Subcutanea BALB/c Sem leséao
L. braziliensis
Intradérmica BALB/c Cura

Adaptado de: Sacks & Melby, 2001.

O modelo murino reproduz diversos aspectos da doenca. Os aspectos
imunopatologicos e desfecho clinico da infeccdo experimental dependem da espécie
de Leishmania, do numero de parasitos inoculados e da via de inoculacdo de
escolha. A via de infec¢cdo subcutanea pela cauda e pata foi a primeira a ser
utilizada. Todavia, para reproduzir de forma mais fiel a infeccdo natural com o
flebétomo na derme do hospedeiro, a via intradérmica na orelha vem sendo mais
utilizada, podendo ser avaliado o desenvolvimento da lesdo pela medida do seu
diametro (SACKS & MELBY, 2001).

Para estudar os mecanismos imunes implicados na suscetibilidade ou
resisténcia a doenca, € avaliado se esses animais conseguem controlar a leséo,
controlar o numero de parasitos e montar uma resposta imune efetiva e protetora ao
parasito. Como espécie de preferéncia para elucidar esses mecanismos, L. major é

a mais utilizada, sendo possivel demonstrar a relacdo das linhagens susceptiveis e
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resistentes com a dualidade da polarizacdo para uma resposta com perfil Thl ou
Th2. A predisposicdo genética para suscetibilidade ou resisténcia a infeccéo por L.
major em camundongos esta intrinsecamente relacionada com a dominancia de uma
resposta Th2 induzida por IL-4 que € associada com a doenca ou por IFN-y induzido
por IL-12, levando a uma resposta Th1l que promove a depuracdo do parasito e cura
da leséo, respectivamente (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002).

1.3 Coinfeccao

O risco de contrair uma infeccéo € inerente a vida de qualquer ser vivo que
habite o planeta (COX, 2001). A coabitacdo de diferentes espécies de bactérias,
virus, fungos e protozoarios com o0s seres humanos, aumentam as chances de
infeccdes variadas e como ja relatadas na literatura, & ocorréncia de infeccdes
concomitantes ou coinfec¢gdes (GRIFFITHS et al, 2011). O termo coinfeccao
descreve uma infeccdo simultdnea de um hospedeiro por multiplos microrganismos
diferentes (COX, 2001). O sucesso de cada infeccdo, no caso das coinfecgoes,
depende de vérios fatores como a ordem de chegada dos patdégenos e,
principalmente, o balanco entre o sistema imune do hospedeiro e a capacidade de
cada parasito em evadir das respostas desse sistema (BIRGER et al., 2015; SUSI,
2015).

Em um ambiente com uma grande variabilidade de patégenos, a competicao
e a coexisténcia no mesmo hospedeiro € algo esperado. Além disso, o efeito da
coinfeccao esta relacionado ao tipo de interacdo que os parasitos estabelecem entre
si e com o hospedeiro. As interacdes entre 0s parasitos podem ser neutras, quando
a presenca de um nédo afeta a presenca do outro; sinérgicas, quando a presenca de
um parasito favorece o estabelecimento do outro; ou antagbnicas, quando um
parasito prejudica a permanéncia do outro patégeno em um mesmo habitat
(GRIFFITHS et al, 2014; BIRGER et al., 2015).

Quando ocorre uma interagdo antagonica um dos patdgenos pode suprimir a
presenca do outro, facilitando a permanéncia do primeiro patégeno e podendo
aumentar os sintomas da infec¢do (COX, 2001; BIRGER et al., 2015). Por exemplo,
a infecgcdo com Helicobacter pylori (bactéria comensal) induz uma resposta que

suprime a replicacdo de outros patdgenos coinfectantes, como o Mycobacterium
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tuberculosis (BIRGER et al., 2015). Em uma interacdo sinérgica, ocorre uma
cooperacdo mesmo que indireta. Infec¢des virais do trato respiratério predispéem o
hospedeiro a infecgBes respiratorias bacterianas ao aumentar a adesado as células
epiteliais. Infec¢bes virais também facilitam as infec¢des bacterianas ao produzirem

substratos benéficos ao crescimento bacteriano (BIRGER et al., 2015).

Nas coinfeccdes por parasitos intracelulares e helmintos ha um padréo de
resposta imune celular diferenciado para cada um dos parasitos. Parasitos
intracelulares induzem respostas do tipo 1 ao passo que helmintos estimulam
respostas do tipo 2. Quando ocorre uma coinfeccdo e essas duas respostas
encontram-se sobrepostas, acredita-se que o desvio para uma delas afete a
resposta a um dos parasitos, influenciando o curso da doenca (SUPALI, 2010; COX,
2001). Mesmo assim, ainda h& controveérsias a respeito dos mecanismos envolvidos
na susceptibilidade ou resisténcia de hospedeiros quando parasitados
simultaneamente por microrganismos geneticamente diferentes ou ndo. Diversos
estudos envolvendo a coinfeccdo HIV- Mycobacterium tuberculosis (TB), HIV- Virus
da hepatite B (HBV), Plasmodium spp-parasitos intestinais e Plasmodium spp.-
Leishmania spp. vém sendo realizados para compreender 0S mecanismos

envolvidos nestas interagcdes (GRIFFITHS et al, 2014).

As coinfec¢cbes ganharam importancia com o estudo de casos de infeccfes de
HIV e M. tuberculosis. Segundo Getahun e cols., (2010) sdo 14 milhdes de pessoas
coinfectadas no mundo, sendo a tuberculose a principal causa de morte em
pacientes com HIV (GETAHUN et al.,, 2010). Além disso, o HIV aumenta em 20
vezes 0 risco de contrair tuberculose quando comparado a pacientes soronegativos
para o virus (BRUCHFELD et al, 2015). Em estudos in vitro foi demostrado que a
coinfeccdo com M. tuberculosis regula positivamente a replicacdo do virus HIV em
células T infectadas e macrofagos (SHATTOCK et al., 1993), impactando
negativamente a resposta imune do hospedeiro ao virus e acelerando a progressao

da infeccéao.

Quanto as parasitoses intestinais, a concomitancia dessas com o Plasmodium
Spp € comum em areas tropicais e subtropicais. A coinfec¢do de parasitos do género
Schistosoma e Plasmodium e suas consequéncias apontam dados controversos.
Alguns estudos observaram que a infeccdo com S. haematobium esta associado a

uma diminuicdo da prevaléncia de maléria e da gravidade da doenca, enquanto que
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outros estudos mostraram aumento da prevaléncia ou risco de infeccdo pelo
Plasmodium, além de niveis baixos de hemoglobina e esplenomegalia associada a
individuos infectados com S. haematobium (DEGAREGE & ERKO, 2016). No
modelo murino, foi evidenciado que em camundongos coinfectados com S. mansoni
e P. chabaudi, a infeccdo com o esquistossoma modula a suscetibilidade ao
Plasmodium sp, aumentando a parasitemia e mortalidade (HELMBY et al, 1998). Ja
guando essa coinfec¢cdo se da com o P. yoelii pode haver supressdo dos estagios
hepatocitarios do Plasmodium sp no figado, mediada por um ambiente imune
alterado no 6rgédo, causado pela presenca de ovos de S. mansoni. Além disso, a
infeccdo com o esquistossoma reduziu a infectividade dos gametdcitos no vetor
(MORIYASU et al., 2018).

Em relacdo a outros protozoarios, foi observado que camundongos C57BL/6
coinfectados com P. berghei ANKA e Trypanosoma cruzi cepa G apresentaram
menor quebra da barreira hematoencefalica, reduzido edema pulmonar e uma
sobrevida mais prolongada que os animais monoinfectados com o P. berghei ANKA
(EGIMA et al, 2007). Entretanto, na coinfeccdo de camundongos Swiss com T.
brucei, causador da doenca do sono, e P. berghei NK65, ocorreu uma queda na
sobrevida e um aumento da parasitemia nos grupos coinfectados. Estes animais
coinfectados também apresentaram menor peso corporal, anemia e hipoglicemia
grave, sugerindo que essa coinfeccdo agrava o curso da doenca do sono no
hospedeiro (ADEMOLA & ODENIRAN, 2016).

A interacdo simultanea em um mesmo hospedeiro dos parasitos dos géneros
Leishmania e Plasmodium foi primeiramente descrita em 1948 quando, ao observar
uma lamina de diagnéstico de leishmaniose visceral, foi detectada a presenca de
parasitos ndo pigmentados da malaria, sugerindo um caso de coinfec¢cao (YOELI,
1948). Mais recentemente, um estudo retrospectivo com pacientes em hospitais de
Médicos Sem Fronteiras (MSF), no Sud&o, evidenciou que os pacientes com malaria
e leishmaniose visceral simultanea, tinham um risco aumentado de anemia grave em
comparacdo com pacientes monoinfectados com Plasmodium sp. Além disso, foi
associado que a coinfecgdo com o Plasmodium sp exacerba o quadro clinico do
calazar, com pacientes apresentando quadros mais graves de ictericia e
esplenomegalia (VAN DEN BOGAART et al, 2013). Segundo Van den Bogaart e

cols., (2014), pacientes coinfectados com L. donovani e P. falciparum apresentam
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producao mais elevada de citocinas inflamatorias séricas, como IFN-y, TNF-a, IL-12
e IL-17, quando comparado aos individuos monoinfectados. A capacidade dos
parasitos dos géneros Leishmania e Plasmodium em manipular a imunidade do
hospedeiro, também foi observada em outro estudo, do mesmo grupo, onde células
dendriticas estimuladas in vitro com formas promastigotas de L. donovani e com
eritrocitos parasitados por P. falciparum ndo amadureciam totalmente, secretando
baixos niveis de IL-12. (VAN DEN BOGAART et al, 2014).

Ainda assim, ndo existem relatos de coinfec¢des humanas causadas por
espécies de Plasmodium e espécies dermotropicas de Leishmania, apesar da
distribuicdo dessas doencas se sobreporem em diversas regides no mundo,
inclusive no Brasil. A avaliacdo dessa coinfeccdo em modelos experimentais
mostrou que camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com L. amazonensis e P.
yoelii apresentaram parasitemia maior quando comparado aos animais infectados
somente com P. yoelii. Esses animais também apresentaram lesGes cutaneas
maiores quando comparados aos camundongos infectados apenas com L.
amazonensis, sugerindo que a coinfeccdo aumenta a suscetibilidade e a gravidade
das duas doencas (COLEMAN et al, 1988). Em um estudo mais recente, a
coinfeccdo de duas espécies que causam leishmaniose cutanea, comumente
encontradas no Brasil, L. braziliensis e L. amazonensis, e o P. yoelli XNL (cepa néo
letal) em camundongos BALB/c mostrou as possiveis alteragdes na resposta imune
causada por essa coinfeccdo. Os grupos coinfectados (P. yoelli + L. braziliensis e
P.yoelli + L. amazonensis) apresentaram baixas concentragdes de IFN-y, TNF, IL-6
e IL-10 em relacdo aos animais infectados com P. yoelli, demonstrando uma
possivel modulacdo da resposta imune na maléaria por infeccbes causadas pela
Leishmania. Além disso, observaram que a infeccdo com o Plasmodium reduziu a
gravidade ou retardou o inicio das lesbes nas orelhas dos camundongos
coinfectados com P. yoelli + L. braziliensis e P. yoelli + L. amazonensis,
respectivamente, quando comparado aos grupos monoinfectados com L. braziliensis
e L. amazonensis (PINNA et al, 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a implicacdo da coinfecgdo com os parasitos Plasmodium berghei e
Leishmania major em camundongos C57BL/6 no desenvolvimento da resposta

imune inata e adquirida, e consequente controle ou exacerbacao da doenca.

2.2 Objetivos especificos

1. Investigar o efeito da infec¢do por L. major no curso clinico da infec¢ao por P.
berghei ANKA a partir da parasitemia, sobrevida, peso corporal e temperatura;

2. Investigar o efeito da infeccdo por P. berghei ANKA no curso clinico da
infeccdo por L. major a partir do tamanho da lesdo cutanea e carga parasitaria
na derme e linfonodo drenante;

3. Avaliar as diferentes subpopulacdes de células do sistema imune inato e
adquirido no baco e derme dos animais coinfectados com L. major e P. berghei
ANKA,;

4. Avaliar as citocinas presentes no soro de animais coinfectados com L. major e
P. berghei ANKA;

5. Verificar a expressdo de genes envolvidos na reposta imune aos parasitos L.
major e P. berghei ANKA na derme, linfonodo e ba¢o dos animais coinfectados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Camundongos fémeas isogénicos da linhagem C57BL/6, com idade entre 6 a
8 semanas foram fornecidos pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos
(ICTB) da FIOCRUZ. Durante o andamento dos experimentos os animais foram
mantidos no biotério de experimentacdo do Pavilhdo Lebnidas Deane do Instituto
Oswaldo Cruz (IOC). Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do IOC/FIOCRUZ (Licenca L030-2017)
(ANEXO 1). Os animais foram mantidos em condicdes de luz e temperatura

controlada.

3.2 Parasitos

Foi usada a cepa ANKA do plasmoédio murino Plasmodium berghei
transfectada com a proteina verde fluorescente (GFP) (P. berghei ANKA-GFP) e a
cepa Friedlin FV1 (MHOM/IL/80/FN) de Leishmania major, transfectada com a
proteina vermelha fluorescente (RFP) (L. major-RFP), geradas e mantidas como
descrito previamente (CARVALHO et al., 2000; RIBEIRO-GOMES et al., 2012).

3.3 Infeccao experimental

3.3.1 Plasmodium berghei ANKA

Para a infeccdo experimental com P. berghei ANKA-GFP, um criotubo
contendo uma aliquota de sangue com eritrocitos parasitados foi descongelada e o
conteudo inoculado (100pL) em 1-2 camundongo(s) C57BL/6, via intraperitoneal
(i.p.). Apo6s 4-5 dias da infecgdo, quando os animais atingiram a parasitemia de 5-
10%, o sangue desses animais foi coletado por puncdo cardiaca com o auxilio de
uma seringa rinsada com heparina. Baseado na parasitemia e hematimetria do

sangue dos animais parasitados foi realizado o calculo da concentracdo de
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eritrécitos parasitados (1x10° /100 pL) e os animais do grupo experimental foram
inoculados via intraperitoneal (i.p).

Aspectos como variagdo de temperatura, peso e sinais caracteristicos de
malaria cerebral, como postura anormal, pelo arrepiado, convulsdes, sinais de

paralisia, coma e morte também foram avaliados.

3.3.2 Leishmania major

Para a infeccdo experimental com L. major, aliqguotas contendo formas
promastigostas foram descongeladas e mantidas em cultura no meio Schneider
completo suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), 2% de urina estéril,
100ug/uL de penicilina/Streptomicina e 1.5mM de glutamina (Sigma) em estufa
(BOD) a temperatura de 26°C até que atingissem a fase estacionaria (5-6 dias). Para
obter a cultura enriquecida com as formas metaciclicas, os parasitos foram
centrifugados (1700g, 15min), ressuspendidos em 2 mL de meio RPMI e esta
solugéo colocada, gota a gota sobre Ficoll a 10%, para que se formasse o gradiente
Apos centrifugacdo (700g, 10min), as formas metaciclicas foram coletadas na fase
de anel e lavadas com meio RPMI através de centrifugacéo (1700g, 15 min, 4°C). Os
parasitos foram contados em camara de Neubauer e seu numero ajustado para a
concentracdo de 2 x107 formas promastigotas metaciclicas por mL. Os animais
foram anestesiados intraperitonealmente com 100 pL de anestésico xilazina (10
mg/kg) e quetamina (150 mg/kg) e com o auxilio de uma seringa de insulina foram
inoculados 2x10° parasitos em 10 pL via intradérmica (i.d) na orelha dos

camundongos. Foram utilizados parasitos mantidos em cultura por até 4 passagens.

3.4 Desenho experimental

3.4.1 Desenho experimental A

Os experimentos foram divididos em dois desenhos experimentais. No
desenho experimental A (Figura 6), os camundongos foram inoculados com
eritrocitos parasitados por P. berghei ANKA-GFP (1x10°) no peritdnio no dia 0 e
coinfectados com formas metaciclicas de L. major-RFP (2x10°) na orelha no dia 3.

Foram analisados no 6° dia apos infeccdo com o Plasmodium sp: (1) parasitemia, (2)
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recrutamento e fendtipo de células mieloide e linfoide na orelha e baco, (3) carga
parasitaria de L. major na orelha e linfonodo. Também foram coletadas e
armazenadas aliquotas de soro, baco, linfonodo drenante e orelha para posterior
analise. A sobrevida foi acompanhada e outros parametros foram avaliados para
verificar se a coinfec¢cdo com L. major alteraria o tempo de vida e o curso da doenca
nos animais coinfectados. Os animais foram separados aleatoriamente para dar
lugar a quatro grupos experimentais: animais ndo infectados (Naive), animais
infectados com P. berghei ANKA (PbA), animais infectados com L. major (Lm) e
animais infectados com P. berghei ANKA e coinfectados com L. major (PbA+Lm).

1x108 eritrécitos parasitados com P, 2x10°formas promastigotas

berghei ANKA- GFP (1.p) metaciclicas de L. major-RFP (i1.d)
Andlise
dia 0 dia 3 dia 6
4 2x108 formas promastigotas
— metaciclicas de L. major-RFP (i.d)
Andlise
13 ® ®
Modelo experimental ;
C57BL/6 dia 3 dia 6

1x10¢ eritrdcitos parasitados com P.
bergher ANKA- GFP (i.p)

Andlise

dia 0 dia 6

Figura 6. Desenho experimental A. Camundongos infectados com Plasmodium
berghei ANKA e posteriormente coinfectados com Leishmania major. Camundongos
C57BL/6 foram inoculados no dia 0 com 1x10° eritrécitos parasitados com P. berghei ANKA
e coinfectados com formas metaciclicas de L. major trés dias apdés a infeccdo com
Plasmodium. A andlise foi realizada no 6° dia apds a infeccdo com P. berghei ANKA ou a
sobrevida foi acompanha ao longo dos dias de infeccéo.

3.4.2 Desenho experimental B

No desenho experimental B (Figura 7), formas metaciclicas de L. major-RFP
foram inoculadas na derme (orelha) de camundongos C57BL/6. No 14° ou no 28° dia
pos-infeccéo, os camundongos foram coinfectados com eritrécitos parasitados por P.
berghei ANKA-GFP, no peritbnio, e entdo analisados nos 20° ou 34° dia,
respectivamente. Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos

experimentais: animais nao infectados (Naive), animais infectados com P. berghei
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ANKA (PbA), animais infectados com L. major-RFP (Lm) e animais infectados com L.

major e coinfectados com P. berghei ANKA (Lm+PbA).

2x10°formas promastigotas metaciclicas 1x108 eritrécitos parasitados com P.

de L. major- RFP (i.d) berghei ANKA- GFP (i.p) Andlise
dia 0 dia 14 0u 28 dia 20 ou 34
. e 1x108 eritrcitos parasitados com P.
4 berghei ANKA- GFP (i.p) Andlise
Modelo Experimental . .
5
CSTBLIG dia 14 ou 28 dia 20 ou 34
2x10%formas promastigotas metaciclicas
de L. major- RFP (i.d) Andlise

dia0 dia 20 ou 34

Figura 7. Desenho experimental B. Camundongos infectados com L. major e
posteriormente coinfectados com P. berghei ANKA. Camundongos C57BL/6 foram
inoculados com 2x10° formas promastigotas metaciclicas no dia 0 e coinfectados com 1x10°
eritrécitos parasitados por P. berghei ANKA no 14° ou 28° dia, dependendo do experimento
realizado. A andlise foi realizada no 20° ou 34° dia apés a infecgdo com Leishmania sp.

3.5 Avaliacado do curso dainfeccao por P. berghei ANKA-GFP

O curso da infeccdo com P. berghei ANKA-GFP foi monitorado a partir da
parasitemia, sobrevida, peso corporal e temperatura. A parasitemia (percentual de
eritrocitos GFP*) foi avaliada, nos dias 3 e 6 pos-infec¢ao, diluindo 0,5 pL de sangue
da cauda dos camundongos em 500uL de PBS por citometria de fluxo. As amostras
foram adquiridas no aparelho FACs CANTO Il (BD Bioscience) (CARVALHO et al.,
2000). A sobrevida foi monitorada pelo acompanhamento diario dos animais
infectados. Sinais clinicos como pelo arrepiado, letargia, convulsdes e baixa
temperatura foram observados. Os animais tiveram sua temperatura mensurada
(termémetro OAKTON) e entdo foram pesados, apdés anestesia, no dia 6 apos
infeccdo com P. berghei ANKA.

56



3.6 Determinacao e mensuracao da lesédo apos infeccéo por L. major-RFP

A evolucado da infeccdo com L. major foi acompanhada semanalmente, por
até 16 semanas, pela medida da espessura das lesbes nas orelhas, realizada com o
auxilio de um paquimetro digital (Digimess) (Figura 8). Simultaneamente, foi
verificado o0 momento do aparecimento das lesdes nos animais ao longo do periodo

de acompanhamento.

Foto: Uyla Ornellas, 2018.

Figura 8. Mensuracéo do tamanho da lesdo da orelha de camundongos infectados por
Leishmania major, com auxilio de um paquimetro digital.

3.7 Dosagem e avaliacdo dos niveis de citocinas séricas

Para avaliacdo das citocinas presentes no soro dos camundongos, no 6° dia
apos a infeccdo o sangue foi coletado por puncdo cardiaca e disposto em
eppendorfs de 1 mL. Apoés a coleta, foi separada uma aliquota para avaliacdo da
parasitemia e 0 sangue restante foi centrifugado (1700 g, 5 min). Em seguida, o0 soro
foi recolhido e congelado a -20°C para posterior utilizacdo. A dosagem de citocinas
no soro foi realizada utilizando o kit comercial Cytometric Bead Array (CBA) Mouse
Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD Biosciences) seguindo as instru¢cdes do fabricante. A
leitura das amostras foi realizada no citbmetro de fluxo FACS Canto Il (BD
Biosciences) e os dados obtidos foram analisados no programa FCAP Array (versao
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3.0). As concentracdes séricas de IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-17 das
amostras foram determinadas utilizando a equacdo da curva padréo e os valores

médios de intensidade de fluorescéncia obtidos.

3.8 Processamento do tecido do bacgo, orelha e linfonodo auricular drenante.

3.8.1 Processamento do baco (obtencédo de esplendcitos).

Para a obtenc&o dos esplendcitos, camundongos C57BL/6 foram submetidos
a eutanasia no 6° dia apos a infeccdo com P. berghei ANKA. Os bacos foram
retirados de forma asséptica e colocados em placas de seis po¢os contendo 2 mL de
PBS 1X. Em seguida, os 6rgaos foram cortados com uma tesoura e macerados com
o auxilio de uma peneira de nylon (BD Falcon Cell Strainer) e um émbolo de seringa.
Apoés isso, a placa foi lavada com 3 mL de PBS e o volume total transferido para
tubos tipo Falcon de 15 mL e centrifugado (250 g, 7 min 4°C). O sobrenadante
obtido apds a centrifugacao foi descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de
tampéao de lise (SIGMA). Apo6s 2 min, foi adicionado PBS gelado com 10% de SFB
para deter a lise dos eritrocitos. Foi realizada mais uma centrifugacédo e as células
foram ressuspendidas em 5 mL de PBS com 5% SFB. As células foram diluidas em
azul de tripan e contadas em camara de Neubauer. Em paralelo, 1 mL da suspensao
celular foi centrifugado e ressuspendido em 500 L de Trizol. Essas amostras foram

etiquetadas e armazenadas a -20°C para posterior extracdo de RNA.

3.8.2 Processamento da orelha

Apoés a eutanasia dos animais, as orelhas foram retiradas com o auxilio de
uma tesoura e colocadas em placas de 24 pocos contendo alcool 70%. Apds 5 min,
as orelhas foram deixadas no fluxo laminar para evaporar completamente o alcool e,
posteriormente, utilizando pincas, separou-se a parte dorsal da parte ventral das
orelhas. Em seguida, as orelhas foram colocadas em placas de 24 pogos contendo
0,5 mL de meio RPMI com antibiético (100 pg/pL penicilina/streptomicina) e liberase
(0,05 mg/mL, Roche), durante 1 h e 30 min em estufa (5% CO2, 37°C). Depois,
foram adicionados 500 pL de meio RPMI com 5% de SFB e 0,05% de DNase. Entéo,

as orelhas foram picotadas com uma tesoura e maceradas com auxilio de émbolos
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de seringa, para obtencdo das células do tecido. A suspensao de células da orelha
foi centrifugada e ressupendida em 1 mL de meio Schneider completo. Estas células
foram utilizadas para a analise fenotipica (500 uL), avaliacdo da carga parasitaria

(100 pL) e andlise de expresséo génica por gPCR (400 pL).

3.8.3 Processamento do linfonodo auricular drenante

O linfonodo auricular drenante foi retirado e colocado em eppendorfs
contendo 300 puL de meio Schneider completo, suplementado com 20% de SFB, a
1% de L-glutamina, 100 Ul/mL de penicilina e 100U/mL de estreptomicina (Gibco,
Carlsbad, CA, USA). Em seguida, individualmente, cada linfonodo foi macerado com
o auxilio de Pellet Pestle Motor (Kontes) até que o 6rgdo fosse completamente
macerado. Feito isso, foi completado o volume até 1 mL. Estas amostras foram
utilizadas para avaliacdo da carga parasitaria (100 pL), andlise fenotipica (1 x10°) e

andlise de expressédo génica por gPCR (volume restante).

3.9 Avaliagdo da carga parasitaria na orelha e linfonodo auricular drenante

A carga parasitaria nas lesdes das orelhas infectadas e no linfonodo auricular
drenante foi quantificada pelo método de diluicdo limitante nos seguintes grupos:, (i)
animais monoinfectados com Leishmania e (ii) animais coinfectados com Leishmania
e Plasmodium, de ambos os desenhos experimentais. O nuamero de animais
utilizado por grupo experimental foi de 5-6 camundongos. Apéos serem retirados e
processados, aliquotas de 100 pL da suspenséao de células da orelha e do linfonodo
auricular drenante foram pipetadas em placa de 96 pocos contendo 100 pL de meio
Schneider completo com 20% de SFB. Todas as amostras comecaram com diluicao
1:1 no primeiro poco e para 0s po¢os subsequentes a diluicéo foi feita em série (10x)
e em duplicatas. As placas foram armazenadas em estufa a 27°C por até 10 dias e,
a partir do 4° dia os pocos foram observados em microscépio invertido e
identificados 0s pogos que apresentavam crescimento parasitario (pogo positivo). Foi
realizada a contagem de numero de poc¢os positivos para Leishmania e o numero
aproximado de parasitos viaveis presentes originalmente em cada tecido foi
determinado pela maxima diluicdo na qual foram recuperados parasitos, de acordo

com a tabela de diluig&o limitante mostrada a seguir (Tabela 4).
59



Tabela 4. Método de diluigao limitante (nimero de pogos positivos vs numero de parasitos por

ml).
NGmero de poco(s) Numero de parasitos/ ml®)
positivo(s)
1 10
2 20
3 40
4 80
5 160
6 320
7 640
8 1,280
9 2,560
10 5,120
11 10,240
12 20,480
13 40,690
14 81,920
15 163,840
16 327,680
17 655,360
18 1,310,720
19 2,621,440
20 5,242,880
21 10,485,760
22 20,971,520
23 41,943,040
24 83,886,080

(*) Para células ressuspendidas em 1 mL
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3.10 Imunofenotipagem das subpopulacdes de células mieloides e linfoides no

baco, orelha e linfonodo auricular drenante

Para a imunofenotipagem das células por citometria de fluxo, as células da
orelha (500uL da suspenséo celular), do linfonodo e bacgo (1 x108) foram incubadas
em microplacas estéreis de 96 pocos de fundo V, com 50 uL de tampéo de FACs
(PBS 1x suplementado 2% de SFB) contendo anticorpo FcBlock (anti-FcyR 111/11
(CD16/32)) e anticorpos monoclonais (mAc) especificos para a fenotipagem das
células de camundongo. As marcacBes utilizadas para determinar as
subpopulacdes linfoides e mieloides estdo descritas na tabela 5. As leituras foram
realizadas no dia do experimento em um citbmetro de fluxo FACs Canto Il (BD
Bioscience) e os dados obtidos foram analisados no programa Flow Jo (TreeStar,
Estados Unidos).

Tabela 5. Anticorpos utilizados para fenotipagem das células dos diferentes tecidos.

Linhagem Subpopulagéo ]
Anticorpo Fluorocromo Clone
celular celular
Linfocitos B CD45R (B220) APC RA3-6B2
CD3 Percp Cy7 145-2C11
Linfoide Linfécitos T CD4 APC H7 GK1.5
CD8 PE Cy7 53-6.7
CD62L FITC MEL-14
CD11b PeCy7 M1/70
Ly6C APC-Cy7 AL-21
Mieloide Mondcitos Ly6G APC 1A8
Neutrdfilos
CDll1c PerCpCy5.5 HL3
MHC I FITC 2G9

*Todos os anticorpos utilizados sdo da empresa BD Biosciences

3.11 Analise da expresséao génica de citocinas no linfonodo auricular drenante

e orelha

Para avaliar a expressdo génica de citocinas produzidas no baco, orelha e
linfonodo drenante da orelha, foi empregada a técnica de gPCR para a deteccéo e
quantificacdo da expressdo de mRNA. Para isso, foram escolhidas citocinas como
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IFN-y, TNF-a, Arginase 1, INOS, TGF-B, IL-10 e IL-12, e testados pelo menos quatro
genes de controle enddgeno (housekeeping) como GAPDH, 18s, CyC-1 e ATPb-5,

(Tabela 6).

Tabela 6. Genes analisados, funcéo do gene e sequéncias de primers.

Gene Funcao Sequéncia Primer (5’-3’) Tm (50mM
do gene Na*) IDT
AtpB5 Producéo de ATP F:CACTCCAGAGACAGCGTCAGAT 58,5
R:GGCTAGAGATGGCTCAGAGGTTAA 57,8
CyC1 Cadeia de transporte = F:GAGGCAAGCATAAGACTGGACCAA 59,1
de elétrons R:CAACCTGTGCTGTGGCTGACA 60,3
GAPDH Enzima da via da F: GCCTTCCGTGTTCCTACC 59,1
glicdlise R: CTTCACCACCTTCTTGATGTC 57,9
18S Subunidade menordo F:GTAACCCGTTGAACCCCATT 59,8
ribossomo R:CCATCCAATCGGTAGTAGCG 59,3
Citocina pro- F: AGGACACAACAAGATGGA 50,7
IFN-y inflamatoria R:TTAGTGAGAGTGAACATTACAG 49,7
IL-10 Citocina reguladora F:ACAACATACTGCTAACCGACTCCT 57,7
R:GGCAACCCAAGTAACCCTTAAAGT 57,4
Arginase 1 Enzima que catalisaa F: ACAAGACAGGCTCCTTTCAG 57
arginina R:GGCTTATGGTTACCCTCCCG 57,6
Enzima para producdo F: GTTTGAAACTTCTCAGCCAC 54,3
iNOS de 6xido nitrico R: ACGTTCTCCGTTCTCTTGC 55
Proteina que controla F: ATTCCTGGCGTTACCTTGG 55,0
TGF-B proliferacéo, R: CCTGTATTCCGTCTCCTTGG 54,8

diferenciacéo das
células.

Para isso, os tecidos mantidos em trizol foram descongelados e a extracéo de
RNA total foi

modificacdes. No protocolo original a quantidade de reagentes por etapa equivalia a

realizada segundo protocolo do fabricante (Invitrogen) com
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proporcdo de 1 mL de trizol para 200 pL de cloroférmio, por exemplo. Como
utilizamos 300 uL/500uL de Trizol, essa proporcéo foi adaptada. Apds a realizagédo
da extracdo, a pureza e rendimento da extracdo foram analisadas em
espectrofotometro (NanoDrop) a 260 nm e 280 nm, usando 1pl de cada amostra.
Para sintetizar o cDNA foi utilizado 1 pg de RNA total, utilizando o sistema de
transcricdo reversa, baseado no protocolo ImProm-lI™ Reverse Transcription
System (PROMEGA), descrito na Tabela 7.

Tabela 7. Reacédo da Sintese de cDNA.

Etapas Reagentes Condicdes dareacéao
RNA Etapa 1:
RQ1 DNase 10x Buffer 37° C, 30 min (adicionar 1 pL de stop
Tratamento para DNase RQ1 DNase enzima solution);
H20 Etapa 2:
65° C, 10 min
OligodT+ Amostras 70 °C, 5 min; gelo, 5 min
Transcrigdo Reversa Buffer 5X 25 °C, 5min; 42 °C, 60 min; 70 °C, 15
MgCl2 min; 4 °C
dNTP
RNA sin

Transcriptase (RT)

*As reagOes foram feitas em Termociclador Veriti 96 pocos (Applied Biosystems).

Apos isso, as amplificacdes por qPCR foram realizadas em duplicata, utilizando
2 puL de cDNA diluido 1:30 para amostras de orelha ou 1:10 para amostras de
linfonodo, por reacdo. Usou-se a diluicdo 1:30 no caso do cDNA de orelha visto que
houve inibicdo da reacdo de qPCR quando as diluicbes 1:10 foram usadas. As
reacdes foram preparadas misturando o0 reagente comercial para gPCR
(SyberGreen PCR Master Mix, Applied Biosystems), o par de primers de interesse e
a amostra de cDNA para um volume final de 10 pL em cada poc¢o de uma placa de
96 pocos (MicroAmp® Optical 96-well 0.1mL- Applied Biosystems). As placas foram
desenhadas conforme o nimero de amostras, o controle negativo (branco-H20) e a

curva padrao. A construcdo de uma curva padrdo é necessaria para se calcular a
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eficiéncia da reacdo. Neste estudo, utilizamos uma curva de 7 pontos, sendo o
primeiro ponto uma mistura de 1pL de cada amostra de cDNA (pool de 14 - 15 pL),
que foi diluida seriadamente em fator 5. Apdés a montagem das placas, as mesmas
foram centrifugadas e a reacgao foi realizada no equipamento ViiA 7 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) na plataforma tecnoldgica da Fiocruz - PCR em Tempo

Real - RJ (RPTO9A). As condi¢cdes da reagcao estdo descritas nas tabelas abaixo:

Tabela 8. Mistura de reagdo para gPCR

Reagente Volume para 1 Reagao/10 uL
Agua milliQ 2,5 uL

Power Syber® Green PCR master Mix 5,0 uL

Primer Forward [0.2mM] 0,25 uL

Primer Reverse [0.2mM] 0,25 uL

cDNA 2 uL

Volume final 10 uL

Tabela 9. Perfil térmico da reacdo de qPCR

Fase da reagao Tempo (min) Temperatura (°C)
Desnaturagao inicial 10 min 95 °C
Desnaturacao 10 seg 95 °C
Pareamento (“anneling”) 20 seg 56°C
Extensao 20 seg 72 °C
Extenséo final 2 min 72°C

Hold 4°C

*40 ciclos

Tabela 10. Perfil térmico da curva de melting

Tempo (min) Temperatura (°C)
15 seg 95 °C

1 min 60 °C

30 seg 95 °C

15 seg 60 °C

*1 ciclo

Os dados foram posteriormente analisados através do meétodo de Ct
comparativo (AACt) (PFAFFL, 2006). Os dados sado mostrados como relagbes
normalizadas entre a expressdo do gene alvo e a média geométrica dos genes de

referéncia.
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3.12 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados através de teste T ndo-pareado no
programa GraphPad Prism versdo 7.0. Em todos os dados analisados foram

considerados estatisticamente significativos os dados que apresentavam P< 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta seccéo, optamos por reunir os resultados e discussao de cada desenho
experimental com o objetivo de apresentar de uma forma mais organizada para o
leitor esses componentes da dissertacdo. Dessa forma, o item 4.1 mostrara os
resultados do desenho experimental A e posteriormente no item 4.2, discutiremos
esses resultados. J4 nos itens 4.3 e 4.4 serdo apresentados e discutidos,

respectivamente, os achados referentes ao desenho experimental B.

4.1Resultados do Desenho experimental A: Impacto da coinfec¢gdo com L.
major em animais previamente parasitados por P. berghei ANKA

4.1.1 A coinfeccdo com L. major ndo altera a sobrevida nem a parasitemia de

animais previamente infectados com P. berghei ANKA

Para determinar se a resposta imune direcionada ao parasito L. major poderia
aumentar ou diminuir a resposta frente ao P. berghei, levando ao controle ou
exacerbacado da infeccdo por este ultimo parasito, analisamos a sobrevida (Figura 9),
parasitemia (Figura 10A), peso corporal (Figura 10B), temperatura (Figura 10C) e
namero total de esplendcitos (Figura 10D) em animais parasitados com P. berghei
ANKA infectados ou ndo com L. major na orelha (modelo experimental A). Foi
observado que a sobrevida dos animais coinfectados (PbA+Lm) n&o foi alterada
quando comparada aos animais infectados apenas com P. berghei ANKA (PbA),
morrendo quase todos de maléria cerebral entre o 6° e 9° dia apds a infeccdo com

Plasmodium sp (Figura 9).
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Figura 9. Andlise de sobrevida de animais coinfectados com Plasmodium berghei
ANKA e Leishmania major. Sobrevida dos diferentes grupos experimentas, de animais néo
infectados (Naive), infectados com P. berghei ANKA (PbA), infectados com L. major e
coinfectados com P. berghei ANKA e L. major (PbA + Lm), N=7-8 animais/grupo. A
sobrevida é expressa em termos de percentagem de animais que sobreviveram no decorrer
da infecg&o por PbA.

Além disso, a inoculagé@o de L. major na orelha desses animais ndo alterou o
curso da parasitemia quando avaliados no dia 6 ap6s a infeccdo com P. berghei
ANKA (Figura 10A). Tampouco foram observadas diferengas no peso dos animais
entre os grupos PbA e PbA+Lm, incluindo um grupo adicional de animais apenas
infectados com L. major (Lm), quando comparados ao grupo de animais Naive. No
entanto, ha uma tendéncia de diminuicdo do peso corporal em animais infectados
com P. berghei (PbA) e naqueles coinfectados (PbA+Lm) (Figura 10B). Por outro
lado, foram observadas diferencas significativas na temperatura corporal dos
animais dos grupos experimentais Naive ou Lm quando comparados ao grupo PbA.
Os animais infectados com P. berghei (monoinfectados ou em coinfecgéo)
apresentaram menor temperatura corporal (Figura 10C). Apesar de ndo serem
observadas diferencas significativas no nimero de esplendcitos entre 0s grupos,
existe uma tendéncia de aumento na celularidade desse 6rgdo nos grupos

infectados quando comparado aos animais controles (Naive) (Figura 10D).
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Figura 10. Efeito da infeccdo com L. major em animais previamente parasitados com
P. berghei ANKA. Camundongos C57BL/6 foram infectados no dia O com eritrocitos
parasitados por P. berghei ANKA e coinfectados no 3° dia com formas promastigotas
metaciclicas de L. major. (A) a parasitemia (PbA) dos animais infectados e coinfectados com
P. berghei foi avaliada nos dias 3 (antes da inoculacdo de L. major na orelha) e 6 nos
animais infectados com P. berghei e coinfectados, e é expressa em percentagem de
eritrocitos parasitados (GFP*). No dia 6 apos infeccdo com P. berghei ANKA foram
avaliados (B) o peso corporal dos animais expresso em gramas (g); (C) a temperatura
corporal expressa em graus centigrados (°C) e (D) o nimero total de esplendcitos. Grupos:
Lm (animais infectados com L. major); PbA (animais infectados com P. berghei ANKA) e
PbA+Lm (animais coinfectados com P. berghei ANKA e L. major). Os asteriscos assinalam
as diferencas estatisticamente significativas, analisadas pelo teste t de Student,
considerando p < 0.05.
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4.1.2 A coinfeccdo com L. major ndo altera a percentagem de células mieloides

nem linfoides no bago de animais parasitados com P. berghei ANKA

Para verificar a influéncia da infeccdo com L. major no percentual de células
mieloides e linfoides no bagco de animais previamente infectados com P. berghei
ANKA, diferentes subpopulacdes celulares foram avaliadas por citometria de fluxo.

Apesar dos animais infectados com P. berghei ANKA apresentarem um
aumento percentual e nimero total significativo de células B (B220*) (Figura 11 A e
B) e reducédo no percentual e nimero total de células T (CD3*) (Figura 11 C e D)
guando comparado aos animais controles (grupo Naive), ndo observamos diferencas
entre os grupos PbA e PbA+Lm.

Nestes ensaios observamos uma tendéncia de aumento no numero total de
células T CD4* e TCD8*(Figura 11 F e I) quando comparados os grupos PbA e
PbA+Lm, contudo ndo observamos diferencas percentuais nessas subpopulacdes
(Figura 11 E e J), nos animais infectados com P. berghei ANKA e coinfectados com
P. berghei ANKA e L. major.

Destacamos principalmente o aumento significativo no percentual de células
T CD4*CD62L" (Figura 11 G e H) e T CD8*CD62L" (Figura 11 K e L) nos grupos PbA
e PbA+Lm em relacédo aos grupos Naive e Lm. No entanto, a infeccdo com L. major
nao alterou o percentual dessas células no baco dos camundongos parasitados com
P. berghei ANKA. Em relac@o ao numero total, vemos uma tendéncia de aumento de
células T CD8*CD62L e T CD4*CD62L° quando comparamos O0S animais

coinfectados ao grupo infectado somente com P. berghei ANKA (Figura 11 H e L).
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Figura 11. Percentual e numero total das subpopulacdes linfoides presentes no baco
dos animais mono e coinfectados com P. berghei ANKA e L. major. Andlise no dia 6
apos a infecgcdo com P. berghei ANKA do (A) percentual de células B (B220*) em relag&o ao
namero total de esplendcitos; (B) numero total de células B (B220*) no bago; (C) percentual
de células T (CD3") em relagdo ao numero total de esplendcitos; (D) numero total de células
T (CD3") no baco; (E) percentual de células T CD4* em relagdo ao numero total de células T
(CD3"); (F) numero total de células T CD4*; (G) percentual de células T CD4*CD62L" em
relacdo ao numero total de células T CD4*; (H) nimero total de células T CD4*CD62L") em
relacdo ao numero total de células; (I) percentual de células T CD8* em relagdo ao numero
total de células T (CD3*); (J) numero total de células T CD8*; (K) percentual de células T
CD8*CD62L" em relacdo ao numero total de células T CD8*; (L) niUmero total de células T
CD8*CD62L". Grupos: Lm (animais infectados com L. major); PbA (animais infectados com
P. berghei ANKA) e PbA+Lm (animais coinfectados com P. berghei ANKA e L. major). Os
asteriscos assinalam as diferencas estatisticamente significativas, analisadas pelo teste t de
Student, considerando p < 0.05.

A infeccdo com P. berghei ANKA reduziu o percentual de células mieldides
CD11b*, e ha uma tendéncia de reducdo no percentual dessa subpopulacdo nos
animais coinfectados em relacéo aos animais controles (Figura 12 A e B). Dentro da
subpopulacdo de células CD11b* houve um aumento percentual significativo de
neutréfilos (CD11b*LyG6*Ly6C™) nos grupos Lm e PbA+Lm em relagdo ao grupo
Naive (Figura 12 C), e de mondcitos inflamatérios (CD11b*LyG6Ly6C") nos grupos
PbA e PbA+Lm em relacdo aos grupos Naive e Lm (Figura 12 E). Nao observamos
nenhuma alteracéo no percentual dessas células entre os grupos PbA e PbA+Lm. O
numero total de neutréfilos ndo apresentou diferenca entre os grupos (Figura 12 D),
enquanto o bago dos animais coinfectados exibiu maior numero total de mondcitos

inflamatorios em relacéo aos grupos Naive e Lm (Figura 12 F).
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Figura 12. Percentual e nimero total das subpopulacdes mieloides presentes no
baco dos animais mono e coinfectados com P. berghei ANKA e L. major. Andlise no dia
6 apos a infecgcdo com P. berghei ANKA do (A) percentual de células mieloides CD11b* em
relacdo ao numero total de esplendcitos; (B) numero total de células mieloides CD11b*; (C)
percentual de neutréfilos (CD11b*Ly6G*Ly6C™) em relacdo ao nimero total de células
CD11b*; (D) nimero total de neutréfilos (CD11b*Ly6G*Ly6C™), (E) percentual de mondcitos
inflamatérios (CD11b*Ly6GLy6C"™) em relacdo ao nimero total de células CD11b*; (F)
nimero total de mondcitos inflamatérios (CD11b*Ly6GLy6CM). Grupos: Lm (animais
infectados com L. major); PbA (animais infectados com P. berghei ANKA) e PbA+Lm
(animais coinfectados com P. berghei ANKA e L. major). Os asteriscos assinalam as
diferencas estatisticamente significativas, analisadas pelo teste t de Student, considerando p
<0.05.
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4.1.3 A infeccdo prévia com P. berghei ANKA favorece uma diminuicdo na

carga parasitaria no linfonodo de animais coinfectados com L. major

Interessantemente, ao passo que a coinfeccdo com L. major ndo parece
modificar a sobrevida nem a parasitemia observada em animais infectados com P.
berghei, a infeccdo prévia com P. berghei induz uma diminuicdo significativa no
namero de parasitos L. major no linfonodo (p=0,05) desses animais (Figura 13 A),
contudo essa diferenca ndo foi observada no que diz respeito a carga parasitaria na

orelha desses animais (Figura 13 B).
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Figura 13. Andlise da carga parasitaria nos animais inoculados com L. major durante
o curso da infeccdo por P. berghei ANKA. Carga parasitaria no linfonodo drenante (A) e
na orelha (B), de animais previamente infectados ou ndo com P. berghei ANKA. Grupos: Lm
(animais infectados com L. major); PbA (animais infectados com P. berghei ANKA) e
PbA+Lm (animais coinfectados com P. berghei ANKA e L. major). Os asteriscos assinalam
as diferencas estatisticamente significativas, analisadas pelo teste t de Student,
considerando p < 0.05.

4.1.4 Recrutamento de células mieloides para o local de infeccdo com L.

major independe da infecgéo previa com P. berghei ANKA

O recrutamento de células mieldides para a derme em camundongos
previamente parasitados com P. berghei ANKA e entdo coinfectados com L. major

na orelha também foi investigado. Os dados estdo expressos com base no
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percentual de células (Figuras 14 B, D e F) e o numero total das mesmas (Figuras
14 A, C,E e G).

Observamos um aumento no namero total de células na orelha (Figura 14 A), no
percentual e numero total de células mieloides CD11b* (Figuras 14 B e C),
neutréfilos (CD11b*LyG6*LYy6C™™) (Figuras 14 D e F) e mondcitos inflamatérios
(CD11b*LyG6Ly6C") (Figuras 14 F e G) na orelha dos camundongos infectados
com L. major e coinfectados com P. berghei ANKA e L. major em relacdo aos
animais controles. No entanto, a percentagem e namero total dessas subpopulacées
de células mieloides na orelha apresentaram-se similares aquelas observadas em
animais apenas infectados com L. major, sugerindo que a infeccdo prévia com P.
berghei ANKA ndo modula o recrutamento dessas células para o local de infec¢ao

com L. major.
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Figura 14. Percentual e numero total das subpopulacdes de células mieloides
presentes na orelha dos animais mono e coinfectados com P. berghei ANKA e L.
major. Andlise no dia 6 apds a infecgcdo com P. berghei ANKA do (A) numero total de
células na orelha; (B) percentual de células mieloides CD11b* em relagdo ao numero total;
(C) numero total de células mieloides CD11b* na orelha; (D) percentual de neutréfilos
(CD11b*Ly6G*Ly6C™) em relagdo ao numero total de células CD11b* (E) nimero total de
neutréfilos (CD11b*Ly6G*Ly6C™) na orelha; (F) percentual de mondcitos inflamatérios
(CD11b*Ly6GLy6C™) em relacdo ao nimero total de células CD11b*; (G) namero total de
monacitos inflamatérios (CD11b*Ly6GLy6C™) na orelha. Grupos: Lm (animais infectados
com L. major); PbA (animais infectados com P. berghei ANKA) e PbA+Lm (animais
coinfectados com P. berghei ANKA e L. major). Os asteriscos assinalam as diferencas
estatisticamente significativas, analisadas pelo teste t de Student, considerando p < 0.05.

4.1.5 A coinfec¢cdo com L. major ndo altera os niveis séricos de citocinas no

soro de camundongos infectados com P. berghei ANKA

Per se, a infeccdo com P. berghei ANKA em camundongos C57BL/6 induz
altos niveis das citocinas pro-inflamatorias IFN-y e TNF-a, diretamente relacionadas
ao desenvolvimento da MCE (GOMES et al.,, 2011; MEDANA et al., 1997). Para
determinar se a infeccdo por L. major poderia modular os niveis dessas e outras
citocinas em animais previamente infectados com o Plasmodium, o nivel sérico das
citocinas IFN-y, TNF-qa, IL-10, IL-2, IL-6, IL-4, IL-17A foi mensurado nos diferentes
grupos experimentais através do kit Cytometric Bead Array (CBA) Mouse
Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD Biosciences). Com este ensaio foram detectadas as
citocinas IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-6. N&do encontramos diferencas estatisticas nos
niveis séricos de IFN-y e TNF-a entre os animais coinfectados (PbA+Lm) e os
animais infectados somente com Plasmodium (PbA) (Figura 15 A e B). Porém, foram
encontradas diferencas significativas entre os animais infectados com L. major e 0s
infectados com P. berghei ANKA (Figura 15 A e B), com concentra¢cdes superiores

dessas citocinas nos animais infectados com PbA.
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Ao avaliarmos a presenca das citocinas IL-10 e IL-6, observamos que para IL-
10 ndo ha diferenca entre os animais coinfectados (PbA+Lm) em relacdo aos
animais monoinfectados (PbA) ou infectados com L. major (Figura 15 C). Contudo,
observamos diferencas significativas entre os animais infectados com L. major e 0s
infectados com P. berghei ANKA (Figura 15 C). Nao foram observadas diferencas

significativas nos niveis séricos de IL-6 entre os diferentes grupos experimentais
(Figura 15 D).
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Figura 15. Dosagem de citocinas séricas em animais monoinfectados e coinfectados
com Plasmodium e Leishmania. Andlise no dia 6 apos a infecgdo com P. berghei ANKA
dos niveis séricos das citocinas (A) IFN-y, (B) TNF-a, (C) IL-10 e (D) IL-6 através do kit
Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th1l7 Cytokine Kit (BD Biosciences). N=2-3
animais/grupo. Grupos: Lm (animais infectados com L. major); PbA (animais infectados com
P. berghei ANKA) e Lm+PbA (animais coinfectados com P. berghei ANKA e L. major). Os
asteriscos assinalam as diferencas estatisticamente significativas, analisadas pelo teste t de
Student, considerando p < 0.05.
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4.2 Discussao dos resultados do desenho experimental A

A coinfeccdo com L. major ndo melhorou nem piorou a sobrevida dos animais
infectados com P. berghei ANKA, tampouco alterou a parasitemia e parametros
clinicos desses animais, indicando que a resposta suscitada pela infeccdo com
Plasmodium é completamente dominante neste modelo de coinfecgéo.

A fenotipagem das células presentes no baco foi realizada com um namero
reduzido de animais e novos experimentos S80 necessdarios para a melhor
interpretacdo dos dados, jA que com um ndamero maior de animais por grupo
poderiamos avaliar melhor a coinfec¢éo e quica, observar um cenario distinto neste
desenho experimental. No entanto, estes resultados sugerem que a infecgcdo com P.
berghei ANKA aumenta no percentual e niUmero total das células B (B220*) no baco.
A ativacao policlonal de linfécitos B no baco e, consequente desestruturacdo deste
orgado € descrita no curso da malaria (KESWANI & BHATTACHARYYA, 2013).
Entretanto, a infeccdo com L. major durante o curso da infeccdo com P. berghei
ANKA ndo promoveu mudancga significativa no percentual de células B, células T,
nem células mieloides (neutréfilos e mondcitos inflamatérios) em relagcdo aos
animais infectados apenas com P. berghei ANKA. Apenas as células T ativadas
(CD4*CD62L" e CD8*CD62L") parecem apresentar uma pequena reducdao no seu
percentual durante a coinfeccdo. A infeccdo com P. berghei ANKA induz um
aumento na migracdo de linfécitos T ativados para o sistema nervoso central,
ampliando a inflamacdo, que por sua vez contribui para o rompimento da barreira
hematoencefélica. Apesar de termos observado uma reducéo de células T ativadas
em animais coinfectados com L. major, essa reducdo nao parece ser suficiente para
alterar o curso da malaria cerebral.

Quando analisamos as possiveis consequéncias da infeccdo prévia com P.
berghei ANKA nos primeiros dias apds inoculacdo de L. major ndo observamos
lesdo cutanea e alteracdo da carga parasitaria na derme. No entanto, observamos
gue a carga parasitaria no linfonodo auricular drenante apresentou-se menor nos
animais previamente parasitados com P. berghei ANKA em relacdo aos animais
inoculados apenas com L. major. Essa reducdo da carga parasitaria no dLN néo
esta correlacionada com o maior ou menor recrutamento de células mieloides para o
local de infec¢do, ja que ndo observamos diferencas no percentual e no numero total

dessas células entre os animais mono e coinfectados. Nado podemos, entretanto,
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destacar a hipotese de que variagdes no numero dessas células tenham ocorrido no
sitio de infeccédo por L. major em momentos que antecederam ao dia escolhido para
andlise e que alteragdes no dLN tenham acontecido.

O IFN-y e TNF-a possuem grande destaque na patbgenese da malaria
cerebral observada no modelo experimental de camundongos C57BL/6 infectados
com P. berghei ANKA, agindo como mediadores chave da resposta imune
inflamatoria (GOMES et al., 2011; KING & LAMB, 2015). Assim, no momento da
coinfecgdo com L. major, este encontra um ambiente altamente pro-inflamatoério que
poderia estar promovendo a ativacdo de células da imunidade inata e o controle da
carga parasitdria no dLN. Para avaliar nossa hip6tese, buscamos analisar as
concentragdes de diferentes citocinas no soro dos animais dos grupos experimentais
(controle, monoinfectados e coinfectados).

Ao analisarmos os dados, observamos que a coinfecgdo com L. major nao
modifica significativamente os niveis séricos das citocinas IFN-y e TNF-a em relacédo
aos animais infectados somente com PbA. Este dado explicaria, pelo menos
parcialmente, o porqué de ndo observarmos diferencas no curso da malaria cerebral
guando os animais sao coinfectados com L. major. Mas ao avaliarmos as infecgbes
isoladamente, observamos que as concentracdes dessas citocinas sao
significativamente maiores no grupo coinfectado em relacdo ao grupo Lm. Estes
dados corroboram nossa suposicdo que a forte resposta pro-inflamatéria induzida
pela infeccdo com Plasmodium cria um ambiente propicio para o controle da
proliferacdo de Leishmania, favorecendo a diminuicdo da carga parasitaria no
linfonodo auricular drenante, através da ativacdo de macrofagos que irdo destruir os
parasitos intracelulares, por meio da producado de radicais de oxigénio e nitrogénio
(KROPF et al., 2004).

A IL-10 é uma importante citocina reguladora da resposta imune. Em animais
parasitados com Leishmania, esta citocina é encontrada em baixas concentracdes
(semelhante ao grupo Naive) e ampliada pela infeccdo por P. berghei ANKA. Em
animais coinfectados observamos a presenca dessa citocina em nivel similar ao
encontrado nos animais infectados com P. berghei ANKA. A forte resposta proé-
inflamato6ria observada em animais infectados com P. berghei ANKA levaria a
producdo de niveis também elevados de citocinas anti-inflamatoérias na tentativa de
recuperar a homeostase do sistema. Um ambiente onde prevaleca IFN-y e TNF-a

induz a polarizacéo das células T para um perfil Thl, enquanto a diferenciacdo para
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linfocitos do tipo Th2, que sintetizam citocinas como IL-4 e IL-10, associadas a
suscetibilidade a infeccdo por L. major, sdo suprimidas pelo ambiente pro-
inflamatorio precedente.

Em relacdo a IL-6, ndo observamos diferencas significativas quando
comparados 0s grupos experimentais. Esta citocina atua no sistema nervoso central
mais especificamente no hipotdlamo, 6rgdo responsavel pela termorregulacgéo,
ocasionando febre, sintoma classico da malaria humana. Porém, na infeccdo murina,
a acao dessa citocina no hipotalamo resulta em hipotermia ao invés de febre (LEON,
2002; UTSUYAMA & HIROKAWA, 2002). Assim como a esplenomegalia, a
hipotermia em camundongos € um indicador da forma grave da malaria (GOMES et
al., 2011). A hipotermia, em nosso estudo, observada nos animais coinfectados

parece ser decorrente da infeccdo prévia com o Plasmodium sp.

4.3 Resultados do desenho experimental B: Impacto da coinfeccdo com P.

berghei ANKA em animais previamente parasitados com L. major

4.3.1 Animais previamente parasitados com L. major desenvolvem malaria

cerebral ap06s infeccdo com P. berghei ANKA

No desenho experimental B (Figura 7), os animais foram inoculados na orelha
com L. major e infectados com P. berghei ANKA no 14° ou 28° dia apds infeccao
com Leishmania. Observamos que todos os animais parasitados com L. major e
posteriormente infectados com P. berghei ANKA desenvolveram maléaria cerebral e
morreram entre os dias 6 e 9 apoés infecgdo, independente se essa infec¢do ocorreu

no inicio (Figura 16 A) ou mais tardiamente (Figura 16 B) no curso da infec¢éo por L.

major.
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Figura 16. Analise de sobrevida de animais coinfectados com L. major e P. berghei
ANKA. Sobrevida dos animais dos diferentes grupos experimentais: néo infectados (Naive),
infectados com L. major (Lm), infectados com P. berghei ANKA (PbA), e coinfectados com
P.berghei ANKA no 14° dia (A) ou 28° dia (B) apos a infec¢cdo com L. major (Lm+PbA), N=7-
8 animais/grupo. A sobrevida é expressa em termos de percentagem de animais que
sobreviveramno decorrer da infec¢do por PbA.

4.3.2 A infeccdo prévia com L. major ndo altera o curso da infeccdo com P.
berghei ANKA

Em seguida analisamos a parasitemia, peso corporal, temperatura e nimero
total de esplendcitos (Figura 17) em animais parasitados com L. major e
posteriormente (no 14° dia apds a infeccdo) inoculados ou ndo com P. berghei
ANKA. A infeccao prévia com L. major ndo alterou o curso da parasitemia quando
avaliados nos dias 4 e 6 apoOs a infeccao com P. berghei ANKA em relacdo aos
animais infectados apenas com P. berghei ANKA (Figura 17 A). No entanto, foram
observadas diferencas significativas no peso (Figura 17 B) e temperatura corporal
(Figura 17 C) entre os grupos. O peso e temperatura foram menores nos grupos
PbA e Lm+PbA quando comparados ao grupo Naive e Lm (Figura 17 B e C). O
namero total de esplenécitos aumentou nos grupos PbA e Lm+PbA quando
comparado aos animais controles (Naive) e o grupo de animais coinfectados
(Lm+PbA) apresentou menor celularidade no bagco quando comparado ao grupo PbA
(Figura 17 D).
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Figura 17. Efeito da coinfeccdo com P. berghei ANKA em animais previamente
parasitados com L. major. Camundongos C57BL/6 foram infectados no dia 0 com formas
promastigotas metaciclicas de L. major e coinfectados no 14° dia com eritrécitos parasitados
por P. berghei ANKA. (A) a parasitemia foi medida nos dias 4 e 6 ap0s a infeccdo com P.
berghei ANKA e é expressa pela percentagem de eritrécitos parasitados (GFP*). No dia 6
apoés infeccdo com P. berghei ANKA foram avaliados (B) o peso corporal dos animais
expresso em gramas (g); (C) a temperatura corporal expressa em graus centigrados (°C) e
(D) o numero total de esplendécitos. N=7-8 animais/grupo. Grupos: Lm (animais infectados
com L. major); PbA (animais infectados com P. berghei ANKA) e Lm+PbA (animais
coinfectados com L. major e P. berghei ANKA). Os asteriscos assinalam as diferencas
estatisticamente significativas, analisadas pelo teste t de Student, considerando p < 0.05.

4.3.3 A coinfeccdo com P. berghei ANKA altera a percentagem e o numero total

de células linfoides e mieloides no baco de animais previamente parasitados
com L. major

Para avaliar a influéncia da infeccdo com P. berghei ANKA no recrutamento
de células mieloides e linfoides no bago de animais previamente parasitados com L.
major, diferentes subpopulacdes celulares foram avaliadas por citometria de fluxo.

Em relacéo as células T (CD3"), verificamos que a infeccdo com P. berghei ANKA
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ampliou o percentual e o nimero total de células T no bagco em relacdo aos animais
controle e o grupo Lm, enquanto que a coinfeccdo com L. major reduziu o percentual
e nuamero total das mesmas quando comparado aos animais infectados com P.
berghei ANKA (Figura 18 A e B). A andlise percentual de células T CD4 e CD8 em
relacdo ao total de células T CD3 demonstrou que ha uma reducédo percentual de
células T CD4" e, consequentemente, aumento de células T CD8* nos grupos PbA e
Lm+PbA em relacdo aos animais infectados com L. major (Figura 18 C e F). No
entanto, o namero total de células T CD4 aumentou durante a infeccdo com L. major
e, de forma mais pronunciada, na infeccado por P. berghei ANKA em relagdo aos
animais controles. Ndo foi observada a expansao de células T CD8* nos animais
infectados com L. major. Ja os animais coinfectados apresentaram maior nimero de
células T CD4* e T CD8* em relacdo aos grupos Naive e Lm e, reducdo desses
valores quando comparados ao grupo PbA (Figura 18 D e H).

Verificamos também um aumento significativo no percentual e nimero total de
células T CD4*CD62L e CD8*CD62L" nos grupos PbA e Lm+PbA em relacdo aos
grupos Naive e Lm (Figuras 18 E-F e I-J).
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Figura 18. Percentual e numero total das subpopulacdes de células linfoides
presentes no bago dos animais mono e coinfectados com L. major e P. berghei ANKA.
Avaliacédo no 20° apés a infeccao com L. major do (A) percentual de células T (CD3+) em
relagcdo ao numero total de esplendcitos; (B) Niumero total de células T (CD3*) no baco; (C)
percentual de células T CD4* em relacdo ao namero total de células T (CD3*); (D) Numero
total de células T CD4* no baco; (E) percentual de células T CD8* em relacdo ao numero
total de células T (CD3"); (F) Numero total de células T CD8" no baco; (G) percentual de
células T CD4*CD62L" em relacdo ao numero total de células T CD4*; (H) Numero total de
células T CD4*CD62L no baco; (I) percentual de células T CD8*CD62L" em relacdo ao
namero total de células T CD8*; (J) Numero total de células T CD8*CD62L" no baco. N=7-8
animais/grupo. Grupos: Lm (animais infectados com L. major); PbA (animais infectados com
P. berghei ANKA) e Lm+PbA (animais coinfectados com P. berghei ANKA e L. major). Os
asteriscos assinalam as diferencas estatisticamente significativas, analisadas pelo teste t de
Student, considerando p < 0.05.
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Em relacdo as células mieloides, a coinfecgdo com P. berghei ANKA parece
ter uma tendéncia de reducdo percentual (Figura 19 A), mas ndo em numero total
(Figura 19 B) nas células CD11b* em relacdo ao grupo Lm. Dentro das
subpopulacdes de células CD11b*, houve reducédo do percentual e numero total de
neutréfilos (CD11b*LyG6*Ly6C"™) no grupo Lm+PbA em relagdo ao grupo infectado
somente com Lm (Figura 19 C e D). Houve aumento no percentual e no numero total
de mondcitos inflamatérios (CD11b*LyG6°Ly6CM) no grupo Lm+PbA em relacdo aos

grupos Naive e Lm (Figura 19 E e F).
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Figura 19. Percentual e numero total das subpopulagdes de células mieloides
presentes no baco dos animais mono e coinfectados com L. major e P. berghei ANKA.
Avaliagdo no 20° apds a infeccdo com L. major do (A) percentual de células mieloides
CD11b* em relacdo ao numero total de esplendcitos; (B) numero total de células CD11b* no
baco; (C) percentual de neutrdfilos (CD11b*LyG6*Ly6C™) em relacdo ao nimero total de
células CD11b*; (D) NUmero total de neutréfilos (CD11b*LyG6'Ly6C™) no baco; (E)
percentual de mondcitos inflamatérios (CD11b*LyG6°Ly6C") em relacdo ao nimero total de
células CD11b*; (F) Nimero total de mondcitos inflamatérios (CD11b*LyG6°Ly6C") no baco.
N=7-8 animais/grupo. Grupos: Lm (animais infectados com L. major); PbA (animais
infectados com P. berghei ANKA) e Lm+PDbA (animais coinfectados com P. berghei ANKA e
L. major). Os asteriscos assinalam as diferencas estatisticamente significativas, analisadas
pelo teste t de Student, considerando p < 0.05.

434 A infeccdo com P. berghei ANKA altera o curso da lesdo em

camundongos com leishmaniose cutanea

Para determinar se a resposta imune direcionada ao parasito P. berghei
ANKA poderia aumentar ou diminuir a resposta frente a Leishmania, levando ao
controle ou exacerbacdo da infeccdo com este Ultimo parasito, camundongos
parasitados com L. major na orelha (14° ou 28° dia de infec¢do) foram infectados
com P. berghei ANKA e a leséo cutanea foi acompanhada todos os dias da semana.
No primeiro experimento os animais foram infectados com P. beghei ANKA no 28°
dia apds infeccdo com L. major. Observamos que o grupo de camundongos
coinfectados (Lm+PbA) apresentou menor espessura da lesdo em relacdo ao grupo
Lm (Figura 20 A) 7 dias apos infeccdo com P. berghei ANKA. O declinio da
espessura da lesdo péde ser observado a partir do 6° dia apds a infeccéo, porém
sem diferencas significativas. Mas essa regressao é mais acentuada e significativa
estatisticamente no 7° e no 8° dia apds a infeccdo com P. berghei ANKA (Figura 20
B-D). A reducdo na lesdo da orelha dos animais coinfectados em relacdo aos
animais monoinfectados com L. major também foi observada apoés a infecgdo com P.

berghei ANKA no 14° dia do curso da infec¢ao por L. major (Figura 21).
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Figura 20. Efeito da infeccdo com P. berghei ANKA no desenvolvimento da lesdo
cutdnea em animais previamente infectados com L. major. No 28° dia do curso da
infecgdo com L. major, camundongos foram inoculados ou ndo com P. berghei ANKA. (A)
Comparacdo da espessura da lesdo em semanas apos a infeccdo; comparagdo da
espessura da lesédo (mm) no (B) 6° dia; (C) 7° dia e (D) 8° dia ap6s infeccao com P. berghei
ANKA. N=7-8 animais/grupo. Grupos: Lm (animais infectados com L. major) e Lm+PbA
(animais coinfectados com L. major e P. berghei ANKA). Os asteriscos assinalam as
diferencas estatisticamente significativas, analisadas pelo teste t de Student, considerando p
<0.05.
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Figura 21. Efeito da coinfecgcdo com P. berghei ANKA no desenvolvimento da les&o
cutdnea em animais previamente infectados com L. major. No 14° dia do curso da
infecgdo com L. major, camundongos foram inoculados ou ndo com P. berghei ANKA. (A)
Comparacdo da espessura da lesdo em semanas apoOs a infeccdo; comparacdo da
espessura da lesédo (mm) no (B) 6° dia; (C) 7° dia e (D) 8° dia ap6s infeccao com P. berghei
ANKA. N=7-8 animais/grupo. Grupos: Lm (animais infectados com L. major) e Lm+PbA
(animais coinfectados com L. major e P. berghei ANKA). Os asteriscos assinalam as
diferencas estatisticamente significativas, analisadas pelo teste t de Student, considerando p
<0.05.

4.3.5 A coinfeccdo com P. berghei ANKA favorece uma diminui¢cdo na carga

parasitaria na derme de animais previamente infectados com L. major

Apesar da coinfeccdo com P. berghei ANKA em animais previamente
infectados com L. major ndo modificar o curso da infeccdo com P. berghei ANKA,
observamos diferencas no curso da infeccdo com L. major. Além da reducdo na
lesdo cutanea nos animais coinfectados (Figura 20 e 21) verificamos uma reduc¢ao

significativa na carga parasitaria na orelha desses animais (Figura 22 A), porém nao
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observamos diferencas na carga parasitaria linfonodo auricular drenante (Figura 22
B).
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Figura 22. Analise da carga parasitaria nos animais inoculados com P. berghei ANKA
durante o curso dainfeccdo por L. major. Camundongos foram inoculados ou ndo com P.
berghei ANKA no 14° dia e analisados no 20° dia do curso da infecgdo com L. major. Carga
parasitaria na orelha (A) e no linfonodo auricular drenante (B) de animais infectados com L.
major (Lm) e coinfectados (Lm+PbA). Grupos: Lm (animais infectados com L. major) e
Lm+PDbA (animais coinfectados com L. major e P. berghei ANKA). N=10-14 animais/grupo.
Dados compilados de dois experimentos independentes. Os asteriscos assinalam as

diferencas estatisticamente significativas, analisadas pelo teste t de Student, considerando p
< 0.05.

4.3.6 O recrutamento de células linfoides para o local da infeccdo com L. major

diminui em animais coinfectados

Além disso, avaliamos as subpopulacbes de células linfoides na lesdo
(orelha) dos grupos Lm e Lm+PbA. A partir da andlise por citometria de fluxo,
contemplamos que camundongos coinfectados (Lm+PbA) apresentaram menor
percentual e numero total de células T CD3* quando comparado ao grupo
monoinfectado (Lm) (Figura 23 A e B). Todas as células T presentes na orelha apés
infeccdo sdo células ativadas e recrutadas. Nao foram observadas diferencas no
percentual das células T CD4*CD62L e CD8*CD62L" entre os grupos Lm e Lm+PbA
(Figura 23 C e E). Porém, os animais coinfectados apresentaram menor numero

dessas células quando comparados ao grupo Lm (Figura 23 D e F).
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Figura 23. Percentual e namero total das subpopulag6es linfoides presentes na orelha
dos animais mono e coinfectados com L. major e P. berghei ANKA. Avaliacdo no 20°
dia apos a infecgdo com L. major do (A) percentual de células T (CD3*) em relacdo ao
namero total de células da orelha; (B) Numero total de células T (CD3") na orelha; (C)
percentual de células T CD4*CD62L" em relagdo ao numero total de células T (CD3"); (D)
Numero total de células T CD4*CD62L" na orelha; (E) percentual de T CD8*CD62L" em
relacdo ao numero total de células T (CD3*); (F) Numero total de células T CD8*CD62L na
orelha. N=7-8 animais/grupo. Grupos: Lm (animais infectados com L. major) e Lm+PbA
(animais coinfectados com L. major e P. berghei ANKA). Os asteriscos assinalam as
diferencas estatisticamente significativas, analisadas pelo teste t de Student, considerando p
< 0.05.
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4.3.7 O recrutamento da subpopulacdo de células CD11b* para o local de

infeccdo com L. major é reduzido ap6s coinfecgdo com P. berghei ANKA

Também investigamos diferentes subpopulacdes de células mieloides na
orelha desses animais. Observamos que o0s animais infectados com L. major e 0s
coinfectados apresentaram maior percentual e numero total de células CD11b* em
relacdo aos animais controle (Figura 24 A e B). Entretanto, camundongos
coinfectados (Lm+PbA) apresentaram diminui¢cdo no percentual e numero total das
células mieloides CD11b* quando comparadas ao perfil celular da orelha dos
animais infectados apenas com L. major (Figura 24 A e B). Ndo observamos
diferencas no percentual da subpopulagdo de mondcitos inflamatoérios (CD11b*Ly6C"
Ly6CM), entre os diferentes grupos (Figura 24 C), embora seu nimero total tenha
sido ampliado nos grupos Lm e Lm+PbA quando comparado ao grupo Naive e
reduzido nos animais coinfectados em relacdo ao grupo Lm (Figura 24 D). Os
neutrdfilos (CD11b*Ly6*Ly6C™), por sua vez, apresentaram aumento percentual nos
grupos Lm e Lm+PbA, em relagdo aos animais controle (Figura 24 E).

Em relacdo ao numero total, ndo observamos diferencas estatisticas na

populacdo de neutrdfilos entre os grupos experimentais (Figura 24 F).
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Figura 24. Percentual e numero total das subpopulacdes celulares presentes na
orelha dos animais mono e coinfectados com L. major e P. berghei ANKA. Avaliacdo
no 20° dia apods a infec¢cdo com L. major do (A) percentual de células mieloides CD11b* em
relacdo ao numero total; (B) NUumero total de células mieloides CD11b* na orelha; (C)
percentual de mondcitos inflamatérios (CD11b*Ly6G Ly6C") em relacdo ao nimero total de
células CD11b*, (D) namero total de mondcitos inflamatérios (CD11b*Ly6GLy6C™) na
orelha; (E) percentual de neutréfilos (CD11b*Ly6G*Ly6C™) em relacdo ao nimero total de
células CD11b* e (F) nimero total de neutréfilos (CD11b*Ly6G*Ly6C™) na orelha. N=7-8
animais/grupo. Grupos: Lm (animais infectados com L. major); PbA (animais infectados com
P. berghei ANKA) e Lm+PbA (animais coinfectados com P. berghei ANKA e L. major). Os
asteriscos assinalam as diferencas estatisticamente significativas, analisadas pelo teste t de
Student, considerando p < 0.05.

4.3.8 O recrutamento de células linfoides para o linfonodo auricular drenante é

alterado com a coinfecgdo com P. berghei ANKA

Apoés avaliarmos o perfil do recrutamento de subpopulacdes linfoides e
mieloides para a orelha dos animais infectados, avaliamos essas células no
linfonodo auricular drenante (dLN) para correlacionar com outros dados ja
analisados, como a carga parasitaria. Observamos que, em relacdo as células
linfoides, aumento no nimero total de quase todas as células analisadas no grupo
Lm quando comparado ao grupo Naive, e reducdo desses valores no grupo
coinfectado (Lm+PbA) quando comparado ao grupo Lm (Figura25 B, D, F, He J). O
percentual de linfécitos T CD4* e T CD8+ nédo alterou no grupo Lm quando
comparado aos animais controles, mas reduziu e ampliou, respectivamente, nos
animais coinfectados (Figura 25 C e G). Em relag¢do aos linfocitos T CD4* e T CD8*
ativados, observamos aumento no percentual destas células nos grupos
monoinfectados e coinfectado quando comparado aos animais controle (Figura 25 E
eF).
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Figura 25. Percentual e numero total das subpopula¢des linfoides presentes no
linfonodo auricular drenante dos animais mono e coinfectados com L. major e P.
berghei ANKA. Avaliacdo no 20° dia apds a infeccdo com L. major do (A) percentual de
células T (CD3*) em relacdo ao numero total de células do linfonodo; (B) numero total de
células T (CD3*) no dLN; (C) percentual de células T CD4" em relagdo ao numero total de
células T (CD3*); (D) numero total de células T CD4* no dLN; (E) percentual de células T
CD4* ativadas (CD4*CD62L°) em relagdo ao numero total de células T CD4*; (F) niUmero
total de células T CD4* ativadas (CD4*CD62L") em relacdo ao numero total de células do
linfonodo; (G) percentual de células T CD8* em relagéo ao numero total de células T (CD3%);
(H) Numero total de células T CD8" no dLN; (I) percentual de células T CD8" ativadas
(CD8*CD62L") em relagdo ao numero total de células T CD8"; (J) numero total de células T
CD8* ativadas (CD8*CD62L-) no dLN. N=7-8 animais/grupo. Grupos: Naive (ndo infectados);
Lm (animais infectados com L. major) e Lm+PbA (animais coinfectados com L. major e P.
berghei ANKA). Os asteriscos assinalam as diferengas estatisticamente significativas,
analisadas pelo teste t de Student, considerando p < 0.05.

4.3.9 O recrutamento da subpopulacdo de células CD11b* para o linfonodo

auricular drenante nao € alterado com a coinfeccéao

Ao avaliarmos a subpopulacéo de células CD11b*, percentual e numero total,
observamos diferencas entre o grupo nao infectado (Naive) e os grupos infectados.
Houve uma tendéncia de aumento no percentual dessa subpopulagdo celular no
grupo coinfectado (Lm+PbA) em comparacdo ao grupo monoinfectado (Lm),

contudo, essa diferenca nao foi estatisticamente significativa (Figura 26).
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Figura 26. Percentual e numero total de células CD11lb* presentes no linfonodo
auricular drenante dos animais mono e coinfectados com L. major e P. berghei.
Avaliacédo no 20° dia apés a infeccdo com L. major do (A) percentual de células mieloides
CD11b* em relagdo ao numero total, (B) numero total de células CD11b* no dLN. N=4-8
animais/grupo. Grupos: Lm (animais infectados com L. major) e Lm+PbA (animais
coinfectados com L. major e P. berghei ANKA). Os asteriscos assinalam as diferencas
estatisticamente significativas, analisadas pelo teste t de Student, considerando p < 0.05.

4.3.10 A coinfeccdo com Plasmodium berghei ANKA altera os niveis séricos de

citocinas pro-inflamatérias

Dado que a coinfeccdo com P. berghei poderia modular o perfil pré-
inflamatorio da infeccdo com L. major, avaliamos o nivel de citocinas no soro de
camundongos C57BL/6 parasitados com L. major e coinfectados com P. berghei
ANKA no 6° dia apdés a coinfeccdo. Os niveis das citocinas foram medidos por
citometria de fluxo utilizando o Kit comercial Cytometric Bead Array (CBA) Mouse
Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD Biosciences). Observamos um aumento significativo
da concentracdo (pg/mL) de IFN-y e TNF-a (Figura 27 A e B) nos animais
coinfectados com Plasmodium quando comparado aos animais infectados somente
com L. major. Estes resultados corroboram a observacdo de que a infeccdo com
Plasmodium é dominante na inducédo de uma resposte pro-inflamatoéria. Contudo, é
interessante observar que 0s niveis dessas duas citocinas foram menores nos
animais coinfectados do que nos animais monoinfectados com P. berghei (Figura 27
A e B), sugerindo que a infecgdo previa com L. major modula os niveis dessas

citocinas em animais coinfectados com Plasmodium.
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Ainda, foram avaliadas outras citocinas como IL-4, IL-6 e IL-10 e citocinas do
perfil Th17, como IL-17. Nao observamos diferenca na concentragao de IL-4 (Figura
27 C) entre os grupos. Em relacédo a IL-6, ndo foram observadas diferencas quando
comparado o grupo coinfectado (Lm+PbA) ao grupo infectado somente com L. major
(Figura 27 D). Novamente, os niveis séricos da citocina IL-10 aumentaram apos a
infeccdo com Plasmodium (Figura 27 E) e ndo observamos diferencas em relagéo
aos animais coinfectados quando comparados aos animais infectados com P.
berghei ANKA. Em relagdo citocina IL-17 ndo observamos niveis seéricos
significativos nos diferentes grupos (Figura 27 F).
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Figura 27. Dosagem de niveis de citocinas no soro de animais monoinfectados e
coinfectados com Leishmania e Plasmodium. Andlise no dia 6 apds a infeccdo com P.
berghei ANKA dos niveis séricos das citocinas (A) IFN-y, (B) TNF-a, (C) IL-4, (D) IL-6, (E) IL-
10 e (F) IL-17 através do kit Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit
(BD Biosciences). N= 5-6 animais/grupo. Grupos: Lm (animais infectados com L. major);
PbA (animais infectados com P. berghei ANKA) e Lm+PbA (animais coinfectados com L.
major e P. berghei ANKA). Os asteriscos assinalam as diferengas estatisticamente
significativas, analisadas pelo teste t de Student, considerando p < 0.05.

4.3.11 Analise da expresséao génica de citocinas na orelha e linfonodo auricular
drenante

Com o intuito de analisar ao nivel de mRNA, a expressdo de genes
codificantes para citocinas e/ou moléculas associadas aos diferentes perfis de
resposta imune, avaliamos por gPCR o0s niveis de transcritos dos genes
mencionados na tabela 6, na orelha e linfonodo auricular drenante (dLN) dos
diferentes grupos experimentais.

Analisamos a expressao génica de citocinas associadas a perfis pré- ou anti-
inflamatorios em relacdo a expressao de genes de referéncia, ou seja, a expressao
dos genes de interesse foi normalizada pela média geométrica de genes de
referéncia, cuja expressao esperavamos que fosse similar entre os grupos. Até o
momento da redacao desta dissertacdo haviam sido testados 5 genes de referéncia

nas amostras de orelha e trés genes nas amostras de linfonodo (Tabela 11).
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Tabela 11. Genes normalizadores e de interesse selecionados para orelha e linfonodo auricular
drenante (dLN).

Amostra Gene de referéncia Genes de interesse
Orelha ATPb5 IFN-y
CyC1 IL-10
GAPDH ARGINASE 1
18S iINOS
Linfonodo auricular GAPDH TGF-B
drenante 18S ARGINASE 1
iINOS

Contudo, dos genes de referéncia testados, nenhum se comportou realmente
como um normalizador, apresentando diferencas de expressdo entre as amostras
(infectados e néo infectados). Dentre eles, para as amostras de orelha, o que
apresentou menor discrepancia foi o 18s, sendo escolhido como gene normalizador.
Para as amostras de linfonodo, a menor diferenca foi encontrada nos genes 18s e
GAPDH. Mesmo cientes das limitacdes que essa falha impde na interpretacdo dos
resultados, decidimos incluir nesta dissertacdo os dados de expressdo génica
obtidos com o intuito de mostrar seu potencial e os desafios que representa este tipo
de analise. N&o observamos diferencas significativas na expressdo de mRNA das
citocinas avaliadas na orelha (Figura 28 A-D). Outras citocinas como TGF-, IL-4, IL-
12 e TNF-a foram analisadas, contudo os niveis de transcritos para essas moléculas
nao foram detectaveis nas amostras.
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Figura 28. Expressdo génica de citocinas na orelha. Foram analisados os niveis de
expressao de mRNA de (A) IFN-y, (B) IL-10, (C) INOS e (D) Arginase 1 no tecido da orelha
de animais infectados, coinfectados e animais controle, baseado no modelo do desenho
experimental 2 (Camundongos C57BL/6 foram infectados com 2 x10° formas promastigotas
metaciclicas de L. major (i.d) e coinfectados com 1 x 10° eritrécitos parasitados por P.
berghei ANKA (i.p). N= 4-5 animais/grupo. Grupos: Naive (animais controle); Lm (animais
infectados com L. major) e Lm+PbA (animais infectados com L. major e P. berghei ANKA).
Os valores sdo expressos como relagfes normalizadas entre a expressao de genes alvo e a
expressdo do gene 18s. Os asteriscos assinalam as diferencas estatisticamente
significativas, analisadas pelo teste t de Student, considerando p < 0.05.

Para as amostras de linfonodo auricular drenante, foram escolhidos dois
genes de referéncia: GAPDH e 18s, pois apresentaram as menores diferencas
dentre os normalizadores testados. Para o linfonodo, foram analisados os genes
INOS, Arginase 1 e TGF-3 (Figura 29 A-C); observamos que nao ha diferenca da
expressdo de mRNA entre os grupos coinfectados (Lm+PbA) e infectados somente

com L. major (Lm).
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Figura 29. Expressao génica de citocinas no linfonodo auricular drenante (dLN). Foram
analisados os niveis de expressdo de mRNA de (A) iNOS, (B) TGF- e (C) Arginase 1 no
linfonodo auricular drenante de animais infectados, coinfectados e animais controle,
baseado no modelo do desenho experimental 2 (Camundongos C57BL/6 foram infectados
com 2 x10° formas promastigotas metaciclicas de L. major (i.d) e coinfectados com 1 x 10°
eritrécitos parasitados por P. berghei ANKA (i.p). N= 4-5 animais/grupo. Grupos: Naive
(animais controle); Lm (animais infectados com L. major); Lm+PbA (animais infectados com
L. major e P. berghei ANKA). Os valores sdo expressos como rela¢cdes normalizadas entre
a expressao de genes alvo e a expressdo do gene 18s. Os asteriscos assinalam as
diferencas estatisticamente significativas, analisadas pelo teste t de Student, considerando p
<0.05.
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4.4 Discussao dos resultados do desenho experimental B

Ao analisarmos os resultados do desenho experimental B, observamos que a
coinfeccdo com P. berghei alterou, em termos de carga parasitaria e tamanho da
les&o, o curso da infeccdo com L. major. Ja o contrario, ou seja, a coinfecgdo com L.
major, ndo teve um efeito no curso clinico da infecgéo prévia com P. berghei ANKA.
Os animais coinfectados apresentaram o0 mesmo curso clinico e desenvolveram
MCE quando comparado ao grupo infectado somente com P. berghei. Como
esperado, no desenho experimental B, apdés a infeccdo com o P. berghei
observamos diferencas em relacdo ao peso, temperatura e numero total de
esplendcitos.

A hiperplasia esplénica € bem conhecida na malaria. O aumento estrutural do
baco ocorre pelo recrutamento e/ou expansdo de células no 6rgdo. Os animais
coinfectados apresentam um aumento no numero total de esplendcitos em relacao
aos animais moninfectados com L. major. Mas, interessantemente, o numero dessas
células nos animais coinfectados ndo se equipara ao encontrado nos animais
infectados somente com P. berghei ANKA. A resposta imune desencadeada pelo
Plasmodium envolve a ativacdo de células T e B essenciais para o controle do
parasito (MARSH & KINYANJUI., 2006; BEESON et al., 2008).

Nossos dados confirmam a expanséao e ativagcado das células T CD4* e T CD8*
apos infeccdo com P. berghei ANKA em relacdo aos animais controle. No entanto,
em animais previamente parasitados com L. major e coinfectados com P. berghei
ANKA, o numero dessas células foi maior em relacdo aos animais monoinfectados
com L. major, e menor em relacdo aos animais monoinfectados com P. berghei
ANKA. A infec¢cdo com L. major também promoveu o recrutamento e expansédo de
diferentes subpopulacdes de células linfoide e, principalmente, mieloide. No entanto,
em animais previamente parasitados com L. major e coinfectados com P. berghei
ANKA, o numero total das células linfoide foi maior em relacdo aos animais
monoinfectados com L. major. Estes dados sugerem que coinfec¢cdo com P. berghei
ANKA em animais previamente infectados com L. major promove maior ativacdo das
subpopulacdes de células linfoides no baco e que esta ativagcdo pode estar
relacionada ao controle da leséo e carga parasitaria por L. major. Interessantemente,
embora a infeccdo com PbA tenha induzido hiperplasia esplénica nos animais

previamente parasitados com L. major, o numero total das subpopulacdes de células
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linfoides foi menor quando comparado ao grupo monoinfectado pelo Plasmodium. A
infeccdo prévia por L. major pode ter reduzido o recrutamento e/ou proliferacdo de
células linfoides no baco apés a coinfeccdo com Plasmodium ou induzido a pronta
saida (migracdo) dessas células do bago em direcdo ao sitio de infeccao por L.
major e/ou linfonodo drenante da lesdo, no qual j& apresentavam um processo
inflamataorio.

A hiperplasia esplénica nos animais monoinfectados com L. major ocorreu,
em grande parte, pelo recrutamento de células mieloides CD11b*, mondcitos
inflamatorios e, principalmente neutréfilos. O nimero de células mieloides (CD11b")
expandiu no baco dos animais mono e coinfectados em relacdo ao controle. Na
infeccdo com Leishmania, o neutrdfilo foi a principal célula recrutada, embora seu
namero tenha reduzido apds a infeccdo com P. berghei ANKA. Ja os mondcitos
inflamatorios tiveram seus nimeros aumentados, durante a infecgcdo com L. major e
ampliados quando os animais parasitados com L. major foram coinfectados com P.
berghei ANKA.

Diferente da leishmaniose visceral, no qual os parasitos chegam pela corrente
sanguinea a diversos 6rgados como figado, medula 6ssea e baco, em nosso modelo
de leishmaniose cutanea, os parasitos sdo drenados do sitio de infeccdo para o
linfonodo mais proximo da leséo.

A observagcdo que a infeccdo com P. berghei ANKA no curso da
leishmaniose cutanea reduziu o tamanho da lesdo e a carga parasitaria local nos
impulsionou a investigar as células presentes no sitio de infeccdo e linfonodo
drenante e o perfil das citocinas séricas dos animais coinfectados em relacdo aos
animais monoinfectados com L. major.

Porém, ao analisarmos o recrutamento de células linfoides e mieloides para o
sitio de infecgdo, observamos um menor nimero de células mieloides, T CD4* e T
CD8* ativadas nos animais coinfectados em relagcdo ao grupo de animais infectados
somente com L. major. De forma similar, no linfonodo drenante da lesédo também
apresentou reducéo nas subpopulacdes de linfocitos nos animais coinfectados em
relacdo aos monoinfectados (Lm). Embora o percentual das células T ativadas
(CD62L") tenha sido semelhante ou maior na orelha e linfonodo drenante,
respectivamente, no grupo dos animais coinfectados em relagdo monoinfectados.

Esse dado ndo corrobora com nossa hipotese inicial de migracdo de células

ativadas no baco para outros sitios inflamatoérios, e fortalece a hipdtese de inibicdo
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da proliferacdo e/ou morte dos linfécitos antigeno-especificos. Alguns estudos ja
demonstraram a diminuicdo no percentual de células T CD4* no baco de
camundongos infectados com Plasmodium e relacionam essa reducdo com o
aumento da apoptose e exaustdo celular causada pela infeccdo (HELMBY et al.,
2000; SANCHEZ-TORRES et al, 2001; GIGLEY et al.,, 2012; KESWANI &
BHATTACHARYYA, 2013; HORNE-DEBETS et al., 2013; SHANKAR et al., 2018). A
exaustao celular também € descrita na infeccdo por Leishmania (GIGLEY et al.,
2012) e todo este processo pode ter sido exacerbado durante a coinfeccéo.

A infeccéo por P. berghei ANKA induz uma forte producéo de citocinas do tipo
1 em camundongos C57BL/6, como IFN-y, TNF-a e IL-6 (GRAU et al, 2003), e estas
citocinas ativam e modulam diferentes fagécitos como os macréfagos e células
dendriticas. Nos macrofagos, induzem a producdo de o6xido nitrico e derivados de
oxigénio e aumentam a capacidade apresentadora de antigeno das células
dendriticas (deWALICK et al., 2007; SAPARNA et al., 2014). O Oxido nitrico &
considerado um dos mais potentes leishmanicidas, com atividade ja descrita como
crucial no controle da leishmaniose cutanea murina causada por L. mexicana, L.
major e L. braziliensis (LIEW et al., 1990; SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002;
MORGADO et al, 2008).

Ou seja, citocinas como IFN-y e TNF-a, estdo associadas ao controle da
infeccdo por Leishmania (de MOURA et al, 2005), induzindo a ativacdo de
macrofagos e morte do parasito. A reducdo na lesdo e carga parasitaria ocorreu
justamente na fase aguda da malaria, quando encontramos niveis aumentados de
citocinas IFN-y e TNF-a que levariam a um ambiente mais pré-inflamatério e,
portanto, controlariam o desenvolvimento das lesdes nos animais coinfectados.
Acreditamos que a reducdo da carga parasitaria ha orelha pode estar principalmente
relacionada a ativacdo sistémica e exacerbada da resposta imune apos a infeccéo
com o Plasmodium.

Essas observacdes corroboram com os achados do desenho experimental A
e mostram como a infecgdo com Plasmodium induz uma resposta imune dominante
em individuos coinfectados. Nossos resultados também estdo de acordo com
recentes publicacdes que reportaram o curso da coinfeccdo e resposta imune por P.
yoelii 17XNL e L. braziliensis ou L. amazonensis em camundongos BALB/c. Os
autores observaram que as lesGes cutaneas no grupo coinfectado com P. yoelii 17

XNL sdo menores que nos animais infectados somente com L. braziliensis ou L.
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amazonensis, devido ao ambiente inflamatério causado pela infeccdo com o
Plasmodium (PINNA et al., 2016).

Buscamos também analisar os niveis de expressao de transcritos de algumas
citocinas e enzimas por gPCR. A gPCR, permite a coleta de dados, através da
deteccao de fluorescéncia, cujo nivel & proporcional a quantidade de produto inicial
na reacao (GACHON et al, 2004). Para o efetivo funcionamento dessa técnica, ha a
necessidade de uma série de padronizagdes que incluem o uso de genes de
referéncia adequados, quantidade inicial da amostra, integridade quantidade de
RNA e eficiéncia enzimatica da sintese de proteinas (GINZINGER, 2002). O método
utilizado nesta dissertacdo, a expressao génica relativa, é baseada na relacdo da
expressdo de um gene alvo comparada com a expressdo de um gene de
referéncia. Esse tipo de quantificacdo tende a ser muito eficaz, contudo os
resultados oriundos dessa comparacdo sdo completamente dependentes do gene
referéncia e dos métodos de normalizacdo usados (PFAFFL, 2001). Por isso, é
recomendado o uso de multiplos genes de referéncia (minimo trés genes de
referéncia) (VANDESOMPELE et al.,, 2002). Os genes escolhidos como
normalizadores sdo aqueles relacionados a codificacdo de proteinas envolvidas na
manutencdo estrutural e metabdlica das células, jA& que genes com essas funcdes
ndo deveriam variar sua expressao nos tecidos. Genes como GAPDH e 18 s ja sao
preconizados na literatura como genes de referéncia (Tabela 8). Segundo
Abershardt e cols., (2012), o GAPDH é um dos genes de referéncia mais
comumente utilizado, baseado na suposicdo de que sua expressdao de mRNA é
estavel em todas as condi¢cdes experimentais e em todos os tecidos. Para o tecido
da orelha, estudos com camundongos infectados com L. major relatam a utilizacao
do gene 18 s como normalizador (OLIVEIRA et al., 2008).

Contudo, ndo foram encontrados resultados satisfatérios que pudessem
responder mais profundamente o papel dessas citocinas na imunomodulacdo na
coinfeccdo. Uma das principais limitacdes foi justamente a determinacédo de genes
normalizadores apropriados. Nesse estudo, testamos pelo menos quatro genes de
referéncia, porém nenhum deles se comportou como tal entre as amostras testadas,
apresentando variagbes importantes entre 0os grupos e por isso nao foi possivel
obter resultados confiaveis de expressdo génica. Frequentemente usado como gene
de referéncia, o gliceraldeido-3-fosfosfato desidrogenase (GAPDH), é escolhido

baseado na suposicdo de que sua expressdo de mRNA é estavel em todas as

103



condi¢cbes experimentais (VANDESOMPELE et al.,, 2002; HUGGETT et al., 2005;
MAMO et al., 2007; WANG et al., 2010; HRUZ et al., 2011; GILSBACH et al., 2018).
Contudo, alguns estudos demonstram que a expressao génica dos normalizadores
pode variar entre os tecidos e que essa variabilidade na expressao pode alterar
significativamente os resultados e conclustes de cada estudo (TRICARICO et al.,
2002; BEMEUR et al., 2004; SUGDEN et al., 2010; DHEDA et al., 2005; SULLIVAN-
GUNN et al., 2011). De fato, este gene ndo apresentou uma expressao constante
entre as amostras analisadas, o que influenciou o resultado da quantificacéo relativa
dos genes de interesse. Ja o gene 18S, descrito para a normalizacdo em orelha,
apresentou amplificacdes inespecificas, determinadas pela curva de melting. Entao,
nao foi possivel obter resultados confidveis com esta quantificacéo relativa. Contudo,
consideramos que esta andlise deve ser repetida usando outras condicbes que

incluam genes que possam ser confiavelmente usados como normalizadores.
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5 DISCUSSAO FINAL

A ocorréncia simultanea de mais de uma infeccdo parasitaria em humanos é
comumente observada, ndo sendo considerado um evento isolado (SHATTOCK et
al., 1993; BIRGER et al, 2015; DEGAREGE & ERKO, 2016). Infeccdes
concomitantes estdo relacionadas a sobreposicdo de vetores e dos proprios
parasitos na mesma regido geografica. Fatores ambientais favoraveis como
temperatura e precipitacdo favorecem o acondicionamento de diversas doencas
parasitarias como malaria e leishmaniose em regides tropicais e subtropicais. A
maioria dos estudos encontrados em relacdo a presenca dos parasitos causadores
dessas infecgdes em um mesmo hospedeiro humano, dizem respeito a malaria e a
leishmaniose visceral (YOELI, 1948; NANDY et al, 1995; VAN DEN BOGAART et al,
2014; FEREDE et al, 2017). Em um desses primeiros relatos, Yoeli e cols., (1948)
encontraram formas esquizontes de P. vivax em esfregacos sanguineos de um
paciente acometido por Calazar (leishmaniose visceral) (YOELI, 1948). Em um
estudo mais recente, foi visto que ha uma interacdo a nivel imunoldégico em uma
coinfeccdo com parasitos do complexo L. donovani e P. falciparum (VAN DEN
BOGAART et al., 2014). Nesse estudo, em pacientes sudaneses, ao comparar 0
perfil de citocinas de pacientes infectados com L. donovani, P. falciparum e
pacientes coinfectados, observou que a coinfec¢édo altera o perfil de citocinas dos
pacientes coinfectados, resultando em um aumento de citocinas proé-inflamatérias.
Assim, os autores inferem que a infeccdo concomitante pode ter potenciais
implicacdes no curso dessas doencas (VAN DEN BOGAART et al., 2014).

Recentemente, Adegboye e cols.,, (2017) realizaram uma andlise
epidemiolégica da ocorréncia de malaria e leishmaniose cutanea (LC) no
Afeganistao. Baseado em dados do sistema de informacao de gestdo de salde do
pais, em 2009, eles mapearam 0s casos ocorridos de malaria e leishmaniose
cutdnea e observaram que ha uma associacdo entre os casos de malaria e LC nas
areas estudadas. A incidéncia da leishmaniose em um determinado més esta
relacionada a incidéncia de malaria no més anterior. Neste estudo eles descrevem a
coexisténcia de malaria e leishmaniose cutanea dentro da mesma area geografica e
destacam que as pessoas que vivem em areas com malaria estdo em maior risco de

infecg@o por Leishmania (ADEGBOYE et al., 2017). Contudo, séo raros os estudos
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gue investigam a interacdo dos parasitos causadores da malaria e da leishmaniose
cutdnea em um mesmo paciente, principalmente no que diz respeito & um aumento
na gravidadeclinica que poderia ser ocasionada pela coinfeccdo e ao
desenvolvimento da resposta imune inata e adquirida a ambos parasitos.

Modelos experimentais murinos sao utilizados para acompanhar processos
patolégicos envolvidos na malaria e leishmaniose, além de serem oportunos para
elucidar mecanismos imunologicos similares a infeccdo em humanos. O modelo
experimental de infeccdo de camundongos C57BL/6 com P. berghei ANKA é
caracterizado como suscetivel, desenvolvendo malaria cerebral. Em relacdo a
leishmaniose cutanea, a infeccdo de camundongos C57BL/6 com L. major cursa de
forma benigna, sendo esta linhagem murina considerada resistente a infec¢ao, pois
desenvolve a lesdo, mas apresenta cura clinica espontanea da mesma em
decorréncia da forte resposta imune pro-inflamatéria do tipo Thl (BOGDAN et al.,
1996; ALEXANDER & BRYSON, 2005). Os animais C57BL/6 infectados com L.
major reproduzem o0s eventos observados na maioria dos pacientes infectados com
essa espécie de Leishmania.

Nesta dissertacao, nos propusemos a investigar os efeitos da coinfec¢cdo com
Plasmodium e Leishmania no desenvolvimento da resposta imune inata e adquirida,
para analisar se essa interagdo poderia resultar no controle ou exacerbacdo da
malaria ou da leishmaniose cutanea.

Em resumo observamos que no nosso modelo a infeccdo com P. berghei,
seja ela prévia ou posterior a infecgcdo com L. major, induz uma forte resposta pro-
inflamatdria, que por um lado leva a morte dos animais por maléria cerebral, mas por
outro lado controla a proliferacdo da Leishmania.

Nosso estudo pode abrir caminho para um ponto de atencdo em relacdo as
coinfecgBes em areas endémicas do Brasil e do Mundo. Para refletirmos sobre a
gravidade das infeccBes causadas por parasitos dermotropicos em regiées como
Amazobnia Legal Brasileira onde ha sobreposicdo de vetores e parasitos da malaria e
da leishmaniose cutanea. Seria tentador especular que a exposi¢cdo constante a
infeccdo malarica cria um ambiente pro-inflamatério no hospedeiro, que poderia
estar controlando e reduzindo as lesbes causadas pela leishmaniose. Com essa
hipotese, seria interessante a realizacdo de um estudo epidemiologico nas regides

de possivel coinfeccdo do Brasil, mapeando &reas com ocorréncias de leishmaniose

106



cutanea, e relacionando com o perfil de citocinas de pacientes que apresentam ou ja
tiveram maléria.

Nossos resultados reforcam a necessidade de mais estudos na coinfeccao
experimental e no campo, para que possamos avaliar essas interacdes mais a fundo

e, mais adiante, entender essa dinamica nas infec¢cdes em hospedeiros humanos.
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6 CONCLUSOES

A coinfeccdo com Plasmodium berghei ANKA seja ela prévia ou posterior a
infeccdo com Leishmania modula a resposta imune dos animais coinfectados

alterando a evolucao da leséo cutanea causada por Leishmania major.

6.1 Desenho experimental A

a) A coinfeccdo com Leishmania major em animais previamente infectados com
Plasmodium berghei ANKA ndo apresenta efeitos sobre o curso clinico da

maléaria.

b) A coinfeccdo com L. major ndo altera o percentual de células linfoides nem

mieloides no baco dos animais previamente infectados com P.berghei ANKA.
c) A infeccdo prévia com P.berghei ANKA tem efeitos benéficos na reducédo da
carga parasitaria do linfonodo auricular drenante em animais posteriormente

parasitados por L. major.

d) O recrutamento de células CD11b* para a orelha dos animais infectados

independe da infeccéo prévia com P. berghei ANKA.

e) O nivel de citocinas no soro dos camundongos infectados néo é alterado pela

coinfecgdo com L. major.
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6.2 Desenho experimental B

a) A infeccdo prévia com L. major ndo impede que animais posteriormente

infectados com P. berghei ANKA desenvolvam malaria cerebral.

b) A coinfec¢cdo com P. berghei ANKA altera o numero de células linfoides e

mieloides no baco de animais previamente parasitados com L. major.

c) A coinfeccdo com P. berghei ANKA reduz a lesdo e carga parasitaria na

orelha de animais parasitados com L. major.

d) O recrutamento/expansdo de linfécitos para/no linfonodo auricular

drenante € alterado com a coinfeccéo.

e) A coinfeccdo L. major e P. berghei ANKA altera o perfil de citocinas

séricas.
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8 ANEXOS

8.1 Licencado Comite de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA)

Instituto Oswaldo Cruz

l ! Comisséao de Etica no Uso de Animais - CEUA/ 10C

LICENCA L-030/2017

Certificamos que o protocolo (CEUA/IOC-024/2017), intitulado “Eventos imunes na
coinfeccdo por Plasmodium e Leishmania”, sob a responsabilidade de FLAVIA LIMA
RIBEIRO GOMES atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso
cientifico no uso de animais, inclusive, aos principios da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenca ndo exime a
observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagao nacional.

Esta licenga tem validade até 31/07/2021 e inclui o uso total de:

Animal espécie e guant | @ Idade peso origem
linhagem (total) *)
Camundongo | Mus musculus 378 X | 6-8 semanas| 18-20g ICTB
C57BL/6

Observacdo: Esta licenca ndo substitui outras licencas necesséarias, como
Certificado de Qualidade em Biosseguranca para animais geneticamente
modificados, certificado do IBAMA para captura de animais silvestres ou outros.

Rio de Janeiro, 12 de julho de 2017.

Cecilia Jacques de Almeida
Coordenador Adjunto da CEUA/Instituto Oswaldo Cruz
Fundacgé&o Oswaldo Cruz
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