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RESUMO

Varios mecanismos foram propostos para explicar por que os pacientes com maldria sdo mais
suscetiveis as invasdes da corrente sanguinea por Salmonella spp. No entanto, ainda existem
varios fatores criticos desconhecidos a respeito da patogénese da coinfec¢do. A partir de um
modelo de coinfec¢do, no qual um S. enterica sorovar Typhi (S. Typhi) foi escolhido para
desafiar camundongos que haviam sido infectados 24 horas antes com Plasmodium berghei
ANKA (Pb-ANKA), avaliamos a influéncia da malaria nos niveis de citocinas, a atividade
funcional de macrofagos e neutrdfilos derivados da medula oOssea femoral e secdes
histologicas intestinais. O perfil de citocinas ao longo de oito dias de coinfecg¢do apresentou
exacerbagdo nas citocinas MCP-1, IFNy e TNFa em relagdo ao aumento observado em
animais com maldria, enquanto animais com mono-infec¢@o por S. Typhi apresentaram ligeiro
aumento na IL-12. O perfil de citocinas foi associado a uma contagem de neutrofilos e
macrofagos consideravelmente reduzida e uma disfungdo proeminente, especialmente em
neutrofilos ex vivo em camundongos co-infectados, embora sem modulagdo bacteriana que
pudesse influenciar a capacidade de invasdo de S. Typhi ex vivo obtido de macerado de figado
em células ndo fagocitarias. Por fim, irregularidades na integridade do tecido intestinal
evidenciaram rupturas, presenga de leucocitos mononucleares e aumento de células
caliciformes na camada de enterdcitos e grande volume de infiltrado leucocitario na
submucosa. A maioria dessas alteragdoes foram observadas em animais mono-infectados com
P. berghei ANKA e aumentaram significativamente em animais co-infectados. Nossos
achados sugerem que a malaria causa um desarranjo da homeostase intestinal, exacerbacao de
citocinas pro-inflamatorias e disfungdo em neutréfilos que tornam o hospedeiro suscetivel a

bacteremia por Salmonella spp.

Palavras-chave: Salmonella, malaria, coinfeccao, suscetibilidade, mucosa intestinal anormal



ABSTRACT

Numerous mechanisms have been proposed to explain why patients with malaria are more
susceptible to bloodstream invasions by Salmonella spp., however there are still several
unknown critical factors regarding the pathogenesis of coinfection. From a coinfection model,
in which an S. enterica serovar Typhi (S_Typhi) was chosen to challenge mice that had been
infected 24 hours earlier with Plasmodium berghei ANKA (P.b_ANKA), we evaluated the
influence of malaria on cytokine levels, the functional activity of femoral bone marrow-
derived macrophages and neutrophils, and intestinal permeability. The cytokine profile over
eight days of coinfection showed exacerbation in the cytokines MCP-1, IFNy and TNFa in
relation to the increase seen in animals with malaria, while animals with S Typhi
monoinfection showed a slight increase in IL-12. The cytokine profile was associated with a
considerably reduced neutrophil and macrophage count and a prominent dysfunction,
especially in ex vivo neutrophils in coinfected mice, though without bacterial modulation that
could influence the invasion capacity of ex vivo S_Typhi obtained from liver macerate in non-
phagocyte cells. Finally, irregularities in the integrity of intestinal tissue evidenced ruptures in
the enterocyte layer, a presence of mononuclear leukocytes in the enterocyte layer, an increase
of goblet cells in the enterocyte layer and a high volume of leukocyte infiltrate in the sub-
mucosa. Most of these changes were seen in monoinfected animals with P. berghei ANKA
and were greatly increased in coinfected animals. Our findings suggest malaria causes a
disarrangement of intestinal homeostasis, exacerbation of proinflammatory cytokines and

dysfunction in neutrophils that render the host susceptible to bacteremia by Salmonella spp.

Keywords: Sa/monella, malaria, coinfection, susceptibility, abnormal intestinal mucosa
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1. Introducao

A maléria ¢ uma doenga parasitiria com impacto mundial, ¢ ainda uma ameaga
emergente, atingindo centenas de paises no mundo. De acordo com as Ultimas estimativas da
OMS, cerca de 228 milhdes de casos ocorreram em 2018 e a doenca causou 405 mil mortes
estimadas, principalmente em criangas menores de cinco anos de idade. Plasmodium vivax e
Plasmodium falciparum seguem como duas das principais espécies que afetam a populacao
onde a malaria ¢ endémica (WHO, 2020). Concomitantemente, bactérias do género
Salmonella sio uma das quatro principais causas de doengas diarreicas mundiais, ¢ suas
infecgdes sao também uma das maiores causas de morbidade e mortalidade principalmente
em criangas abaixo de 5 anos e adultos imunocomprometidos (WHO, 2020). A maldria esta
entre os fatores de risco para bacteremia por Salmonella, isto ¢ sugerido, possivelmente,
devido a distribuigdo geografica sobreposta destes patdgenos, uma vez que em regides com
endemia de malaria, hd um aumento de bacteremia por Sa/monella durante a estacdo chuvosa
(alta transmissao malarica), o que indica influéncia nessa sazonalidade assim como a escassez
de saneamento basico (TAKEM, 2014). Todas as salmonelas podem causar infec¢des extra
intestinais, mas S. typhi, S. paratyphi, S. choleraesuis e S. dublin sdo os principais sorotipos
que causam salmonelose invasiva em humanos (BRONZAN et al, 2019; BESSER, 2017;
LIN-HUI SU et al, 2007).

Registros que indicam que a maldria pode influenciar e desenvolver uma
suscetibilidade a bacteremia por Salmonella existem desde o inicio do século passado
(GEORGE GIGLIOGI, 1929), e essa forte associacio ¢ documentada em dados
epidemiologicos em varios paises africanos até os tempos atuais, como Malawi e Gambia
(FEASEY et al 2012; BRONZAN et al 2007; MABEY et al 1987). Embora a ocorréncia de
bacteremia por Salmonella spp em pacientes com malaria esteja bem documentada, os
mecanismos imunoldgicos envolvidos na interagdo patdogeno-hospedeiro ainda s3o escassos.
Alguns deles foram mostrados de forma convincente envolvendo basicamente a resposta
imune humoral, na supressdo de anticorpos, a disfun¢do de neutréfilos e macrofagos, e a
disfuncdo da barreira de mucosa (TAKEM, 2014).

A malaria é relatada como um possivel supressor de resposta de anticorpos
heterdlogos, o que sugere a supressio de resposta humoral contra Salmonella
(CUNNINGTON, 2010). Também ¢ associada ao desarranjo anatdmico (alteracdes
morfoldgicas) do bago, atingindo principalmente linfécitos B de zonas marginais (MZ), e,

consequentemente, reduz a sua atividade de eliminagdo de bactérias (GOMEZ-PEREZ et al,
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2014). Estudos pioneiros ja associavam a disfuncdo da atividade dos macréfagos como um
importante papel no aumento da suscetibilidade a bacteremia por Salmonella (MABEY, 1987),
uma vez que estas células sdo um dos principais fagocitos de bactérias. E sugerido que uma
disfuncdo ocorre devido a reducdo da producgdo de IL-12 (ROUX et al, 2010), uma citocina
importante na resposta imune inata a micro-organismos intracelulares. A hemolise causada
pelo Plasmodium libera heme no organismo, derivado de hemoglobina. Com o aumento da
concentragdo de heme, sua enzima degradadora, heme oxigenase 1 (HO-1) ¢ secretada e
degrada heme em biliverdina, monéxido de carbono e ferro. A libera¢do de ferro ¢ capaz de
gerar estresse oxidativo, o que impacta positivamente o crescimento de Sal/monella, uma vez
que o utiliza como fonte de nutriente, assim como outras bactérias intracelulares (VAN
SANTEN et al, 2013).

Outro mecanismo fisiopatoldgico em favor dessa suscetibilidade se baseia em estudos
com malaria grave por P. falciparum. A resposta inflamatéria do intenso sequestro de
eritrocitos parasitados no endotélio da microvasculatura dos tecidos causa uma disfungao
endotelial, e consequentemente afeta seu funcionamento (WASSMER, 2017), aumentando a
permeabilidade intestinal as invasdes de bactérias entéricas, dentre elas o género Salmonella
(HALDAR, 2007).

Estudos que abrangem analises histopatologicas focam majoritariamente em tecido
cerebral na malaria cerebral, bago em razdo da disfungdo da resposta imune (GOMEZ-PEREZ,
2014), e dano hepatico (PATEL et al, 2018). Os mais recentes que envolvem fungao celular,
focam na fun¢ao de mastocitos (PATEL et al, 2018; POTTS et al, 2016). Por outro lado, os
que abordam prioritariamente a barreira de mucosa intestinal com andlises histopatologicas
sd0 escassos, e os estudos clinicos que abordam permeabilidade intestinal sdo obsoletos, como
o realizado em pacientes com malaria falciparum dosando taxas de substancias como sacarose,
lactulose e manitol na urina como indicativos de alteragdo desta permeabilidade
(WILAIRATANA, 1997).

A caréncia de informagdes em torno da permeabilidade intestinal num contexto de
uma infec¢ao malarica pode ser sanada com desenvolvimento de modelos experimentais de
co-infeccdo com sorovares de Salmonella. Assim, este estudo pretende desenvolver um
modelo de co-infeccdo malaria e Salmonella, utilizando a cepa Plasmodium berghei ANKA e
o sorovar Salmonella enterica Typhi. Com o estabelecimento do modelo, a atividade
funcional de macrofagos e neutréfilos obtidas de tecidos (medular) e as andlises

histopatologicas da mucosa intestinal podem expandir a compreensdo da base imunologica
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acerca da suscetibilidade a septicemia durante a maldria aguda ou apds a convalescéncia,
auxiliando na determinagdo de fatores relacionados a complicagdes observadas em casos

clinicas de criangas e adultos imunocomprometidos.

2. Revisao Bibliografica

2.1. Malaria

A malaria ¢ uma doenca parasitaria de ocorréncia em regides tropicais e subtropicais
do globo, atualmente em 89 paises espalhados pela Africa, América do Sul e Central, india,
Sudeste Asiatico e Oceania, e segundo as Ultimas estimativas da OMS, cerca de 228 milhdes
de casos ocorreram em 2018 e a doenca causou 405 mil mortes estimadas, principalmente em
criangas menores de cinco anos de idade (World Malaria Report, WHO, 2020). Ocorre
principalmente através do seu vetor de transmissdo, mosquitos fémeas do género Anopheles.

Cerca de 25 das mais de 400 espécies de anofelinos sdo bons vetores do Plasmodium
spp, devido caracteristicas de reproducdo e adaptacao em climas tropicais e subtropicais, ¢ a
preferéncia do repasto por sangue humano (WHITE et al, 2013; WHO, 2019). Cinco espécies
de Plasmodium causam doenca em humanos: P. malarie, P. ovale, P. knowlesi, P. vivax ¢ P.
falciparum, sendo as duas ultimas as principais espécies que afetam a populagdo a nivel
mundial. No geral, o ciclo de vida do Plasmodium possui duas fases: ciclo esporogonico
(sexuado), que ocorre no vetor, e o ciclo esquizogonico (assexuado), que contém a fase pré-
eritrocitica e eritrocitica, ambas ocorrem no hospedeiro (WHO, 2019).

No seu ciclo biolégico (Figura 1), o parasita em forma de esporozoitos (infectante)
presentes na saliva de mosquitos fémeas anofelinas sdo regurgitados em seu ato hematofagico
para ovoposicdo. Apods a picada, no hospedeiro, os esporozoitos percorrem a derme ¢ migram
para células hepaticas através da corrente sanguinea, onde inicia seu processo de replicacao
intracelular assexuada (fase pré-eritrocitica) dentro de estrutura denominada vacuolo
parasitoforo, para a formacao final de merozoitos. Até este estagio, o hospedeiro apresenta um
quadro assintomatico e ndo infeccioso. Apds a ruptura do esquizonte — forma multinucleada
formada pelo crescimento e multiplicacdo de esporozoitos que previamente se transformaram
em criptozoitos nos hepatdcitos — as células do figado também sdo rompidas liberando
merozoitos. Estes migram para eritrécitos na corrente sanguinea, dando inicio a fase
eritrocitica. Cada merozoito liberado de um hepatdcito, infecta um eritrécito (BASU, 2017).

No interior da célula, o merozoito realiza esquizogonia novamente e evolui para

trofozoito. O nucleo do trofozoito se replica, de forma assexuada e resulta em esquizonte, que
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se rompe liberando mais merozoitos. A partir deste estagio, o quadro febril e demais sintomas
podem surgir. Durante a fase de esquizogonia eritrocitica, parte destes merozoitos liberados
dao inicio ao processo sexuado, onde se transformam em gametocitos masculinos
(microgameta) e femininos (macrogameta), tornando o hospedeiro infectante. Quando fémeas
do mosquito anofelino pica este hospedeiro infectado, ingerem gametdcitos presentes na sua

circulagdo periférica, e no seu intestino sera iniciado o ciclo esporogonico. No intestino do
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Figura 1 Ciclo bioldgico de Plasmodium spp. Fonte: Center for Disease Control.

mosquito, os gametas fecundam formando o oocineto, que se desenvolve em oocisto e gera os
esporozoitos. Estes, apos ruptura do oocisto, migram para as glandulas salivares do mosquito,
onde ficam armazenados a espera de uma proxima picada, e assim, reiniciam seu ciclo
biolégico (BASU, 2017; WHO, 2019).

Os sintomas clinicos de um individuo com malaria sdo, inicialmente, inespecificos,
frequentemente inclui auséncia de bem-estar, dor de cabeca, fadiga, dores musculares e
desconforto abdominal, acompanhado de febre irregular. A maioria dos pacientes com
infecgdes nao complicadas apresentam principalmente quadro febril, anemia leve e, apos

varios dias, baco palpavel. Manifestacdes de maldria falciparum grave dependem da idade. O
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tratamento completo erradica a infecg¢do, e qualquer retorno dos sintomas sugere tratamento
incompleto (baixa adesdo de tratamento), resisténcia parasitaria aos medicamentos utilizados
ou nova infecgdo. Esta ultima, ocorre principalmente com individuos que residem dareas
endémicas. Anemia grave e hipoglicemia sdo mais comuns em criangas, enquanto edema
pulmonar agudo, lesdo renal aguda e ictericia sdo mais comuns em adultos; coma (malaria
cerebral) e acidose ocorrem em todas as faixas etarias. A mortalidade aumenta quando a
propor¢ao de eritrocitos infectados (parasitemia) excede 2%, embora a relagdo entre a
densidade do parasita e o progndstico na malaria seja muito varidvel.

Quando tratada prontamente com antimaldricos eficazes, a malaria falciparum
(considerada mais grave) ndo complicada tem uma mortalidade de aproximadamente 0,1%.
No caso de P. vivax e P. ovale, as infec¢des subsequentes podem ocorrer em intervalos, como
resultado da reativacdo do estagio de hipnozoito residente no figado, isto ¢, formas dormentes
originadas de esporozoitos que podem se reativar, resultando no termo conhecido como
recaida, tipica da infec¢do destas duas espécies (WHITE et al, 2013; COWMAN et al, 2016;
BASU 2017).

Em resumo, as infec¢cdes malaricas podem ser assintomaticas, com sintomas leves ou
graves, ou fatais, dependendo de muitos fatores, como a viruléncia do parasita e o estado
imunolégico do hospedeiro. Embora a letalidade da malaria atualmente seja menos de 1% em
todo o planeta, isto significa mais de 400 mil mortes em apenas um ano, atengdes ainda sao
necessarias também devido ao comprometimento da resposta imune do hospedeiro contra

outros patogenos, a exemplo, a Salmonella sp.

2.2. Salmonella

Bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae, sdo bacilos
gram-negativas, ndo esporuladas, ndo capsuladas, a maioria das espécies possuem motilidade
positiva, ndo fermentam lactose, sdo intracelular facultativa e anaerdbica facultativa. Estao
entre as causas de doencgas mais alarmantes para a saude publica em todo o mundo, com
aproximadamente 20 milhdes de novos casos e mais de 200.000 mortes anualmente, afetando
principalmente criangas abaixo de cinco anos e adultos imunocomprometidos nos paises
subdesenvolvidos, cujo saneamento bésico ¢ precdrio, e onde mais houver ma manipulagio de

agua e alimentos contaminados (WHO, 2020; DEKKER & FRANK, 2015).

Apesar de seu reconhecimento como um importante patdgeno, o sistema de

nomenclatura de Salmonella ainda causa controvérsias devido ao género ser extremamente
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heterogéneo (LIN-HUI SU et al, 2007). Atualmente, os sistema define o género composto por
trés espécies: S. subterranea, S. bongori e S. enterica, esta Gltima possuindo mais de dois mil
sorotipos e classificada como subespécie. A mais conhecida € S. enterica subespécie enterica
predominantemente associada a aves (principal via de transmissdo) e mamiferos (principal
reservatorio). Esta subespécie ¢ ainda classificada em serovares, com base nos antigenos O
(lipopolissacarideo) e H (flagelar) (JOHNSON et al, 2018; BRENNER et al, 2000) A
capacidade dos diferentes sorotipos de Salmonella de sobreviver e se multiplicar em
diferentes ambientes dos hospedeiros envolve varios fatores interconectados, incluindo
diferengas de ambiente (pH, temperatura, locais de fixacdo, etc.), sistema imunoldgico do
hospedeiro e sua resposta a diferentes sorotipos, organismos comensais presentes € a genética
do proprio patogeno (FOLEY et al, 2013). Dentre as de maior importancia para a saude
humana, destacam-se a Salmonella Typhi (Salmonella enterica enterica sorovar Typhi), por
causar infe¢Oes sistémicas, mais conhecida como febre tifoide, e ser endémica em muitos
paises em desenvolvimento, ¢ as ndo tifoide (NTS), principais agentes causadores das

gastrenterites — inflamag¢do que afeta somente o trato gastrintestinal (WHO, 2019).

A principal via de infeccdo em humanos e animais ¢ através da transmissdo fecal-oral
de Salmonella. Seu mecanismo de patogenicidade inclui etapas de adesdo, invasao, replicagao,
resisténcia aos mecanismos de defesa e dano ao hospedeiro (Figura 2). Inicialmente, ¢ preciso
que ela sobreviva na extrema acidez estomacal, respondendo ao ambiente acido por meio de
um complexo sistema adaptativo, chamado de resposta de tolerancia a acidez (BEARSON,
2006). As células bacterianas que sobrevivem ao ambiente com pH baixo sdo mantidas no
limen dos 6rgdos do trato gastrointestinal. La, elas competem com a microbiota comensal e
fazem reconhecimento dos receptores na superficie da célula alvo (células epiteliais e células
M) por meio de adesinas (no caso de Salmonella, principalmente fimbrias e flagelos presentes

na sua superficie celular) na etapa de adesdo (FOLEY et al, 2013; STEVENS et al, 2009).
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Figura 2 Modelo de eventos na patogénese da infec¢Go por Salmonella e genes de viruléncia associados.
(A) Etapa de aderéncia, (B) e (C) etapa de invasGo com dano a camada epitelial do intestino do
hospedeiro e disseminacdo sistémica (septicemia). Fonte: OCHOA & RODRIGUES (2005)

A interagdo Salmonella-célula hospedeira ¢ desencadeada pela ativacdo direta de
componentes bacterianos, ¢ indiretamente, por meio de efeito citotoxico sobre as células do
hospedeiro por diferentes fatores, incluindo citocinas. Na etapa de invasdo, a Salmonella
modifica a parede da célula hospedeira para conseguir se internalizar. Salmonella envia sinais
as células epiteliais que induzem alteracao do citoesqueleto, promovendo um aspecto franzido
ou pregueado (ruffling), que resulta na endocitose da bactéria no interior da vesicula
fagossoma. A resposta induzida pela bactéria produz efeitos citotoxicos que resultam na
destruicdo das células M e invasdo de enterdcitos adjacentes. Nesta etapa de quadro
inflamatorio, hd aumento na secre¢do de cloro e dgua, que causa diarreia (Figura 3). Além das
lesdes e sinais relacionados ao trato gastrintestinal, também induz apoptose de macrofagos
ativados e fagocitose induzida em macrofagos nao ativados, sendo entdo transportados para o

figado e o baco, dando inicio a infec¢ao sistémica (FOLEY et al, 2013; VELGE et al, 2012).
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Figura 3 Patogenicidade de Salmonella sp. Etapa de invasdo, gerando resposta inflamatdria, migracao de células imunoldgicas a camada
epitelial do intestino delgado e fagocitose. Fonte: dado ndo encontrado.

A associacdo entre malaria e infec¢des bacterianas tem sido descrita ha quase um século
(GEORGE GIGLIOGI, 1929), e nos ultimos anos ganhou destaque devido a sobreposi¢ao de
ambas em termos de distribuicdo geografica (TAKEM, 2014). Parte das evidéncias
epidemioldgicas mostraram que a diminui¢do da incidéncia de bacteremia por Salmonella
ocorre simultaneamente a diminuicao de malaria severa (MTOVE et al, 2011; MACKENZIE
et al, 2010). Ademais, estudos clinicos mostraram uma maior prevaléncia de casos de criancas
com maldaria e bacteremia por Salmonella, comparado a outras infec¢des (BIGGS et al, 2014;
VANDENBERG et al, 2010). E ainda, uma maior prevaléncia de criangas com bacteremia por
Salmonella entre criangas hospitalizadas com malaria (NADJM et al, 2010; BERKLEY et al,
2009; MABEY, 1987).

Os principais registros da ocorréncia deste tipo de co-infec¢do estdo instalados na
Africa Subsaariana. O actimulo de registros epidemioldgicos suporta a associagio da malaria
como um fator de suscetibilidade a infec¢do e bacteremia por Salmonella, apesar das
caracteristicas clinicas e consequéncias da co-infeccdo ainda ndo estarem bem definidas,
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mesmo com mortalidade associada a ela ser mais elevada quando comparada a mono-infec¢ao
de malaria (TAKEM, 2014), o que sugere um quadro subestimado. Alguns mecanismos que

explicam esta patogenia ja foram propostos.

2.4. Mecanismos descritos

Os mecanismos imunoldgicos propostos sugerem que a hemolise causada pela malaria
aumenta a producdo da heme-oxigenase e o estresse oxidativo, ocasionando resposta
inflamatoria da mucosa e deficiéncia na fungdo de fagocitos e outras células. Esses efeitos
reduzem a resisténcia ao patogeno e alteram a permeabilidade intestinal com dano tecidual
(PATEL et al, 2018; POTTS et al, 2016; MOONEY et al, 2015; MOONEY et al, 2014;
CHAU et al, 2013; CUNNINGTON et al, 2012). Entretanto, ainda ha uma caréncia de
informagdes sobre a atividade funcional de neutréfilos e macroéfagos contra sorovares de
Salmonella na presenga prévia e continua de uma infec¢do malarica. Uma melhor abordagem
e conhecimento da interacdo dos mecanismos imunoldgicos efetores do hospedeiro, para
controle e eliminagdo bacteriana que geram comorbidades na populagdo afetada ¢
absolutamente essencial (NYIRENDA et al, 2018). Ainda h4, na literatura, uma caréncia de

informacgdes quantitativas do trato intestinal na condi¢do de co-infec¢do malaria-Salmonella.

2.5. Modelos experimentais

Além dos estudos das principais espécies que infectam humanos, modelos animais
fazem parte de pesquisas em malaria, que incluem principalmente infec¢des de primatas nao
humanos, roedores (P. berghei ANKA em Mus musculus) e aves (SU et al, 2019). A infec¢ao
bacteriana por Salmonella é estudada principalmente em modelo murino, mas também
existem cepas que infectam aves e porcos (KNODLER et al, 2020; JOHNSON et al, 2018;
HOLT et al, 2009). Estudos experimentais em camundongos, especificamente, sao
encontrados principalmente utilizando o sorovar Typhimurium, que tem efeito letal a longo
prazo em camundongos, porém uma limitacdo ¢ encontrada pois ha diferencgas genéticas e de
resposta do hospedeiro quando comparado com o sorovar tifoide 7yphi em humanos, visto
que neste ultimo, a S. Typhimurium causa apenas uma gastroenterite e nao febre tifoide
(JOHNSON et al, 2018; TSOLIS et al, 2011; HOLT et al, 2009). Modelos animais
alternativos vém sendo mais buscados desde o final dos anos 1990 e na primeira década
do século XXI (TSOLIS et al, 2011). A utilizagdo de novas abordagens de infec¢do utilizando
S. Typhi em camundongos € uma promessa para explorar ainda melhor a patogénese destes

sorovares tifoides.
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Investigacdes de patogénese em roedores ou outros modelos animais sob condi¢des
laboratoriais controladas, combinadas com a genética e genomica do parasita, podem fornecer

informagdes pertinentes para compreensao e controle de doengas em humanos.

2.6. Interacio patégeno-hospedeiro: intestinal e celular

Histologicamente, a parede do intestino consiste em quatro camadas separadas: (I)
mucosa, que contém: epitélio (uma inica camada celular que constitui o revestimento luminal
das criptas intestinais), lamina prépria (tecido conjuntivo rico em células) e a muscular da
mucosa (uma fina camada muscular circular); (IT) submucosa, que consiste principalmente de
fibrilas de colageno em uma matriz de substincia fundamental de mucopolissacarideo; (III)
muscular propria, com um componente muscular circular interno e um componente muscular
longitudinal externo; e (IV) serosa, que ¢ a camada peritoneal externa muito fina. Dados
morfométricos de estereologia deste tipo de tecido sdo consideraveis fontes de informacao

(NYENGAARD & ALWASEL, 2014).

Evidéncias afirmam que a infec¢do por Plasmodium compromete o microbioma
intestinal e consequentemente sua homeostase, que pode interferir diretamente na barreira de
protecdo fisica e quimica contra a bacteremia por Salmonella, tornando o hospedeiro mais

suscetivel a coloniza¢do da mesma (TANIGUCHI et al, 2015; MOONEY et al, 2015).

A invasdo de Salmonella através da mucosa intestinal pode ocorrer por meio de sua
captagdo pelas células dendriticas que expelem dendritos entre enterdcitos para o lumen
intestinal, por meio da invasdo direta de enterocitos, ou pela passagem pelas células M das
placas de Peyers, e para que isto ocorra € necessario um quadro inflamatério. A invasdo
bacteriana desencadeia a secrecao de IL-23/IL-18 que leva a ativacao de células T e produgdo
de citocinas pré-inflamatorias (como IFNy e TNFa) e quimiocinas, eventualmente resultando
em edema e infiltragdo de mondcitos e neutrofilos na ldmina propria e na camada epitelial
(MOONEY et al, 2019; VELGE et al, 2012; WINTER et al, 2010; GODINEZ et al, 2008;
CHEMINAY et al, 2004).

Os neutrofilos, também chamados de células polimorfonucleares (PMNs), sdo
leucdcitos diferenciados terminalmente com nticleos lobulados distintos e contém granulos
citoplasmaticos antimicrobianos. S@o responsaveis, assim como macrofagos, por gerar

estresse oxidativo, indispensdveis na elimina¢do de patégenos bacterianos (MOONEY et al,
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2019; KRUGER et al, 2015), mas podem ser totalmente comprometidos na presenga de uma

infeccdo por Plasmodium.

Estudos que sugerem falha de atividade fagocitica de neutréfilos e macréfagos como
um fator de suscetibilidade sdo baseados principalmente em estudos clinicos. A
disponibilidade de cultivo ex vivo de fagbcitos pode confirmar in vitro sua atividade
disfuncional como fator de suscetibilidade causada pela maléria. Tais células obtidas de
medula de fémur e de bago poderao contribuir na confirmagdo dos dados observados nestes

estudos clinicos.

3. Objetivos

3.1. Geral
Estabelecer modelo de co-infec¢do malaria e Sa/monella em camundongos BALB/c,

avaliando altera¢des da mucosa intestinal ¢ suscetibilidade.

3.2. Especificos

e Comparar se a suscetibilidade a bacteremia nos co-infectados estd associada atividade
disfuncional de fagdcitos em modelo experimental ex vivo.

e Analisar as alteracdes histopatologicas do tecido intestinal nos camundongos co-

infectados com malaria e Salmonella.

4. Métodos
e Cepas: A cepa de Plasmodium berghei-ANKA foi cedida pelo Dr. Claudio Marinho, do

Laboratério de Imunoparasitologia Experimental da Universidade de Sao Paulo — USP. A
cepa de Salmonella Typhi foi cedida pela Dra. Patricia Orlandi, do Laboratério de
Diagnoéstico e Controle de Doengas Infecciosas da Amazdnia do Instituto Lednidas e
Maria Deane — ILMD/Fiocruz Amazodnia.

e Animais: Foram utilizados camundongos fémea da linhagem BALB/C com idade entre 6
e 8 semanas. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais — CEUA do
Instituto de Pesquisa da Amazonia — INPA, sob o niumero de processo 2018016, para
garantir que todo trabalho com modelo animal proposto obedega as diretrizes

preconizadas pela Lei 11.794/2008, que regulamente e estabelece os procedimentos para
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uso de animais para fins cientificos. Em todos os experimentos, o bem-estar dos animais
foi levado em consideragdo. Os camundongos foram alojados em uma gaiola de
policarbonato padrio com cama de aparas de madeira, com um maximo de 5
camundongos por gaiola. O biotério estava sob temperatura e umidade controladas em um
ciclo claro e escuro de 12 h. Todos os camundongos utilizados tiveram acesso ad /ibitum a
comida e agua.

Modelo de co-infec¢iao de Plasmodium berghei ANKA e Salmonella enterica sorovar
Typhi: Os animais foram submetidos a infeccdo malaria via intraperitoneal de 100 pL
contendo 1x10° eritrdcitos infectados com P. berghei ANKA no DO, seguido de infecgio
via gavagem de 100 puL de S. Typhi 1x10° em caldo LB 24h, no dia seguinte a infecgéo
malarica (D1). A extragdo do intestino ocorreu trés e sete dias (D4 e DS8) apods a infecgao
maldarica.

Estimativa da carga de bacteremia pela contagem de Unidades Formadoras de
Colonias: Uma por¢do do intestino e do figado foi macerado e homogeneizado com
solucao

salina PBS na concentracdo 100pg/mL. Para a quantificagdo da carga bacteriana, o
homogeneizado foi semeado em meio de cultura Salmonela Shigella (SS Agar), e
incubado a 37 °C. Apds 24 horas as unidades formadoras de colonias (UFC) foram
quantificadas.

Avaliacdo da atividade funcional: A atividade fagocitaria de neutrofilos e macréfagos
foi avaliada por cultura celular apds tempo de incubagdo baseado na literatura e otimizado
para tal metodologia. Apds a indugdo da anestesia e analgesia, os camundongos foram
eutanasiados para a retirada de subpopulagdes medulares do fémur. As células
mononucleares foram recuperadas e colocadas em cultivo celular em placas contendo
laminulas de vidro e meio de cultura DMEM/F-12. Apés a incubagdo ex vivo por 24 horas,
as c¢lulas aderentes foram incubadas com Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) para
ativacdo no ensaio de fagocitose. Uma suspensdo de Salmonella Typhi mortas por
formalizagdo foram incubadas com as cé¢lulas aderentes. Por fim, as laminas foram
lavadas, fixadas em acido picrico e coradas pelo método de Romanowsky. Neutrofilos e
monocitos foram visualizados por meio de caracteristicas de coloragdo e o numero total de

bactérias fagociticas foi calculado.

Avaliacao da presenca de modulagio bacteriana em ensaio de invasao bacteriana em

células HeLa: Foi analisado a possibilidade da cepa de salmonela utilizada sofrer
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modulagdo bacteriana pés-infec¢do e influenciar a atividade fagocitaria. Para isso, os
figados dos camundongos que foram co-infectados no D4 foram macerados e congelados
a —80 °C. Para efeito de comparagdo, uma aliquota de S. Typhi foi utilizada nas mesmas
condigdes do pré-indculo (na fase de crescimento de nove horas em caldo LB) e
armazenada a —80 °C por 15 dias at¢ o momento do ensaio. Células HelLa foram
cultivadas em placas de 24 pocos contendo laminas de vidro (Knittel, Brasil) em meio
RPMI (Sigma, Brasil) a 5% CO2 a 37 °C até a confluéncia total. As duas bactérias, ex vivo
e pré-inoculo, foram descongeladas e preparadas para o ensaio de invasdao em células
HeLa. As bactérias pré-inoculo foram diluidas em uma série de 10-10 e semeadas em
meio SS-Agar para definir a equivaléncia do indculo das bactérias ex vivo. O tempo de
invasdo foi de uma, trés e seis horas. Apds esses periodos, meio suplementado com
gentamicina foi adicionado ao meio de cultura por uma hora para a eliminagdo de
bactérias externas. As laminas foram entdo lavadas, coradas com coloracdo de
Romanowsky e as bactérias foram visualizadas.

Analise de citocinas séricas: O plasma de cinco camundongos foi coletado para
determinagdo de citocinas (MCP-1, IL-6, IFNy, TNFa, IL-4, IL-10, IL-12 e IL-17A)
utilizando o kit CBA/Becton Dickinson/USA. As citocinas foram medidas em D2, D4 e
D8 para cada um dos grupos de infecgao.

Analise histopatologica do intestino. Apos a eutandsia, os intestinos dos camundongos
foram retirados ¢ mantidos em formol tamponado por 48 horas a temperatura ambiente.
As amostras foram processadas no Laboratério de Morfologia Quantitativa
(LaMiq/UFAM). Para isso, os intestinos foram desidratados em concentragdes crescentes
de etanol 70 e 96% (2 horas em cada concentracdo), pré-infiltrados em solugdo plastica de
historesina 96% etanol + hidroxietil metacrilato (Technovit 7100, Kiilzer-Heraues,
Alemanha) durante a noite e infiltrados em 100% resina. As amostras foram dispostas em
moldes individuais de teflon Histobloc (Kiilzer-Heraues, Alemanha) fixados em resina
plastica + solucdo de polimerizagdo. Os moldes foram aquecidos em estufa a 37 °C até a
polimerizacdo completa. A andlise da integridade epitelial do intestino e as medidas
morfométricas foram feitas por meio da estereologia do principio de volume de Cavalieri
e do principio de Delesse, ambos operados pelo programa Imod (KREMER et al. 1996).
Determinacio do volume usando o método Cavalieri: Cada bloco contendo um
intestino foi observado em um estereomicroscopio (Leica EZ4D Digital System,

Alemanha). Foi determinado o seu comprimento total (L) e este valor foi dividido por seis,
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representando a distdncia entre os cortes que foram marcados no bloco para serem
visualizados durante a microtomia (Figura 4). A microtomia foi realizada em um
micrétomo (Leica RM 2145, Alemanha) e os cortes subsequentemente corados com azul
de toluidina 0,5% (azul de toluidina, 0,12 g; Na + borato, 0,5 g; H20 destilada, 100 mL) e
fucsina basica (fucsina bésica, 0,5 ge H20 destilada, 100 mL). Os cortes foram dispostos
em laminas histologicas (Figura 4A) e fotografados em pequeno aumento (10) em
estereomicroscopio (Leica EZ4D Digital System, Alemanha). As imagens obtidas foram
analisadas no programa Imod versdo 4.7/modulo de estereologia (KREMER et al. 1996),
onde sistemas de contagem contendo pontos foram sobrepostos as imagens (Figura 4C).
Cada vez que os pontos coincidiam com a parede do intestino, eles eram contados. O
volume total do intestino foi obtido de acordo com o principio Cavalieri (HOWARD &
REED 2005). Este principio ¢ baseado em analises matematicas robustas, e sua aplicagao
¢ simples e extremamente eficiente. O volume do intestino foi calculado da seguinte

forma: ( )= _ x x /  (GUNDERSEN et al. 1988). Onde, V ¢ o

volume absoluto do intestino, ¢ o niimero total de pontos em cada se¢do, a/p ¢ a

area representada por cada ponto (41.607,84 um2), e T (5.000 um) ¢ a distancia entre cada

secao.
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Figura 4 Etapa de preparo de material histoldgico para estereologia. A. Uma intestino processado e
incluido em resina pldstica. As linhas tracejadas indicam a distGncia entre as seg¢bes seriais (S). B.
Todas as segées (S) de um intestino foram dispostas em uma unica Idmina microscépica. C. Cada
segdo foi fotografada em sua totalidade e sobre ela foi sobreposto um sistema de contagem contendo
pontos para a determinagdo do volume de Cavalieri.
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¢ Densidade de volume usando o principio Delesse: A porcentagem de cada componente
na parede intestinal (células mucosas, mucosa, submucosa, muscular e camada serosa) foi
obtida pelo principio de Delesse (densidade de volume) (HOWARD & REED 2005). Para
isso, um aumento de 200 (microscopio Leica DM 500, Suica) foi empregado em campos
de visdo selecionados aleatoriamente (Figura 5). As imagens obtidas foram analisadas por
meio do programa IMOD versao 4.7/mddulo de estereologia (KREMER et al. 1996). Os

componentes foram quantificados por contagem de pontos e o resultado expresso em

porcentagem como: = ——— onde, Vv ¢ o volume densidade (volume fracionario

ou densidade relativa) de um componente particular do intestino; P comp ¢ a soma dos
pontos que tocam a regido de interesse (células da mucosa, camada mucosa, submucosa,
camada muscular e serosa) e P ref ¢ a soma dos pontos que tocam o espago de referéncia
(toda a parede intestinal). Os dados percentuais (Fv) foram transformados em absolutos
quando multiplicados pelo volume Cavalieri do intestino: = x

(GUNDERSEN et al. 1988).

Figura 5 Sistemas teste de contagem contendo pontos e linhas sobrepostos a diagramas de parte do intestino. Sistema teste
contendo cruzes para a estimativa da densidade de volume (Delesse). O ponto central da cruz é o referencial para a
contagem que serd computada sempre que o mesmo sobrepor a camada mucosa (circulo azul claro), a camada submucosa
(circulo verde), as camadas musculares (circulo azul escuro) e a camada serosa (circulo cinza).
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Analises estatisticas: O programa estatistico prism 5.0 (GraphPad Software, Inc. USA)
foi utilizado para a andlise estatistica e grafica deste estudo. As varidveis

independentes (tratamentos) foram testadas quanto a sua normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Um teste ANOVA usando uma comparacdo de Tukey multipla foi
usado para os seguintes ensaios: 1) citocinas nos dias D4 e DS, 2) ensaios de fagocitose
em D8 e 3) invasdo S. Typhi do pré-indculo e ex vivo em células HeLa. Em relacdo as
analises histopatoldgicas, cortes seriados do intestino foram calculados por equagdes
apropriadas desenvolvidas para andlises estereologicas (GUNDERSEN et al. 1988,
KREMER et al. 1996, HOWARD & REED 2005). Um coeficiente de erro de 5% e desvio

de 15% foram considerados aceitaveis. A estimativa do volume foi determinada de acordo

com o principio de Cavalieri, e os resultados foram analisados usando ANOVA de
uma via.
_ Vo
= , X — X
Yool
Onde: CE indica o coeficiente de erro para determinagdao do volume; L indica a

variancia das areas transversais (coeficiente de forma) e depende da complexidade das

formas da estrutura; n representa o nimero de se¢des avaliadas, e _ ¢ o nimero de

pontos contados nas se¢des.

O CE de volume e densidade superficial foi estimado de acordo com a equagao:

= —

Onde: CE indica o coeficiente de erro para determinar a relagao superficie / volume ou

densidade / volume; k representa o numero de imagens analisadas e uev sdo os totais de

interse¢des ou pontos feitos. Um CE < 10% ¢ considerado satisfatorio (exato).
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5. Resultados

5.1. Resultados prévios de selecido de sorovar Salmonella enterica para o
desenvolvimento do modelo de coinfecciao de malaria
Para a selegdo da cepa bacteriana a ser usada no modelo de coinfecgdo, trés grupos
contendo 4 camundongos BALB/c receberam 1x10° UFC S. Typhi, S. Chloreaesius ou S.
Salamae, 100ul por individuo e por via oral (gavagem). Os animais ndo apresentaram
alteracdes sistematicas no periodo de 48h de infeccdo. Dois animais de cada grupo foram
eutanasiados ap6és 24h e os outros dois apds 48h para retirada de figado, baco e intestino
delgado para a contagem de UFC. A invasdo foi bem-sucedida com as trés bactérias. Apenas
o sorovar Typhi de S. enterica conseguiu evoluir na invasdo, e aumentou o nimero de
coldnias estabelecidas em 48 h (Figura 6A). As S. enterica sorovar Salamae e S. enterica
sorovar Choleraesuis apresentaram diminui¢do na quantidade de colonias entre 24 h e 48 h de
infeccdo, demonstrando uma possivel resposta imune no controle da invasdo bacteriana

(Figura 6B-C).

A S. enterica Typhi B S. enterica Chloreaesius C S. enterica Salamae
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; 34 34 34
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% 24 24 24

14 14 14
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24H 48H 24H 48H 24H 48H

Figura 6 Selegdo de sorovar de Salmonella enterica para modelo experimental. Para o desenvolvimento do modelo, trés
sorovares de Salmonella enterica foram empregados por meio de inoculacéo oral por gavagem na concentragéo de 1x10°
UFC em 100uL. A quantificagdo de unidades formadoras de colénias (UFC) de figado macerado, bago e intestino de animais
sacrificados 24h e 48h apds o desafio é mostrada. Os homogeneizados foram semeados em dgar SS a 37 ° C para
quantificagéo das UFC. (A) S. Typhi; (B) S. Chloreaesius e (C) S. Salamae.

No modelo de infecgdo malarica realizado, uma dose intraperitoneal com 1x10°
eritrocitos infectados com P. berghei ANKA no dia zero (D0) ¢ capaz de levar camundongos
BALB/a 6bito por volta do dia 20 devido altas parasitemias (>60-70%). Os resultados
preliminares do modelo de co-infecgdo proposto inicialmente permitiram determinar o
inéculo de S. enterica sv Typhi no qual somente os animais previamente infectados com

malaria desenvolveram bacteremia. No entanto, a bacteremia foi transitoria € ndo levou uma

letalidade precoce nos animais co-infectados. Assim, uma nova estratégia foi realizada.
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Suscetibilidade de camundongos com malaria a infeccdo por Salmonella enterica sv
Typhi

Com base na hipdtese de que a infeccdo por malaria atuaria como fator de
suscetibilidade a invasdo de Salmonella, o desenho experimental da coinfec¢do foi testado
para definir a concentracdo bacteriana minima em que a bacteremia ocorria apenas em
camundongos previamente infectados com maléria, e ndo em camundongos saudaveis.

Trés grupos contendo quatro camundongos foram classificados como co-infectados e
receberam uma dose intraperitoneal de 1x10° eritrocitos infectados com P. berghei ANKA no
dia 0 (D0). Um grupo recebeu uma dose de 1x10° UFC de S. Typhi, o segundo recebeu 1x10*
UFC e o terceiro 1x103 UFC no DI, por gavagem. Para a comparagdo, trés outros grupos
contendo quatro camundongos foram classificados como mono-infeccdo por S. Typhi, e
receberam por gavagem em D1, uma dose de 1x10° UFC, o segundo recebeu 1x10* UFC € o
terceiro 1x10° UFC. O desenho experimental da coinfec¢do maléaria-salmonela foi avaliado
pela presenca e/ou auséncia de unidades formadoras de colonias no macerado do figado, bago
e intestino de D2, D4 e D8 (Figura 7). A cultura bacteriana foi positiva em todas as placas das
condi¢des de coinfec¢do, em todos os dias amostrados (D2, D4 e D8), enquanto o grupo que
foi mono-infectado com S. enterica sv Typhi infectado com 1x10° UFC ndo apresentou
crescimento bacteriano em nenhum dos macerados 6rgdos em qualquer um dos dias
analisados. Os resultados permitiram determinar que o inoculo de 1x103 UFC de S. enterica
sv Typhi s6 foi capaz de desenvolver bacteremia em animais previamente infectados com

malaria. A partir disto, o modelo de co-infecgdo malaria-salmonela foi definido (Figura 8).
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Figura 7 Teste de concentragdo bacteriana invasiva. No grupo co-infectado, a UFC foi presente nos érgdos em todas as concentragdes bacterianas, dos trés
dias analisados. Entretanto, no grupo de mono-infeccdo por Salmonella, a UFC foi parcialmente presente na concentracdo de 1x10* e completamente
ausente na concentracdo de 1x10°, sendo esta a concentragédo escolhida para a indicagéo da maldria como fator de suscetibilidade.
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O modelo de co-infecgdo foi entdo estabelecido (Figura 8) com base também na

avaliagdo da massa corporea dos camundongos (Figura 9) no decorrer dos dias de coleta. Foi

Euthanasia
Inoculation Gavage Bleeding and organ removal

Liver, lung and gut

5x10° parasitized RBC with S. typhi
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@oxe

Figura 8 Modelo de co-infec¢do maldria-salmonela preestabelecido. Foi encontrada a concentragdo minima bacteriana ideal que gera bacteremia no
camundongo previamente infectado com maldria, enquanto isso nGo acontece na infecgdo isolada por Salmonella. Controles: Branco, Pb: mono-
infecgdo P. berghei, S. typhi: mono-infecgdo por S. typhi.

possivel observar perda de massa significativa no grupo co-infectado em relagdo ao grupo

mono-infectado ST no DS.
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Figura 9 Média de massa corpdrea dos camundongos infectados ao longo dos oito dias de andlise de
infeccdo. CondigBes: mono-infectado maldria; mono-infectado Salmonella; co-infectado. E possivel
observar a queda continua de peso dos camundongos do grupo co-infectado. *** p <0,0005.
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5.2. Perfil de citocinas durante a coinfeccio por malaria-salmonela em relacio a
mono-infec¢coes por malaria e salmonela
A resposta imune celular foi avaliada usando as citocinas MCP-1, IL-6, IFNy, TNFa,
IL-4, IL-10, IL-12 e IL-17A nos dias D2, D4 e D8 (Figura 10). Em relacdo aos niveis, MCP-1,
IL-6 e IFNy foram os mais secretados (Figuras 10A-C), seguidos de TNFa, IL-4 e IL-10
(Figuras 10D-F), e os menos secretados foram IL-12 e IL-17A (Figuras 10G-H). Em relacdo
as diferengas entre os grupos, os animais co-infectados apresentaram exacerbagdo das
citocinas MCP-1, IFNy e TNFa em relacdo ao aumento observado nos animais com maldria
(Figuras 10A, 4C e 4D). Por outro lado, os animais com mono-infeccdo por S. Typhi
apresentaram ligeiro aumento de IL-12, o que difere dos demais grupos (Figura 10G). Outras
citocinas analisadas apresentaram resultados inconclusivos, exigindo repeticdo. O aumento da
secrecdo de IL-12 no grupo ST era esperado, devido a resposta imune contra patdogenos
intracelulares. Na maldaria, essa resposta foi reduzida enquanto a resposta inflamatéria foi
exacerbada na coinfec¢do, o que pode contribuir para a suscetibilidade do camundongo a

invasdo de Salmonella.
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Figura 10 Dosagem de citocinas e quimiocinas nos dias D2, D4 e D8 no modelo de coinfec¢do. O plasma de cinco animais foi
amostrado para a determinagéo de citocinas (MCP-1, IL-6, IFNy, TNFa, IL-4, IL-10, IL-12 e IL-17A) utilizando o kit CBA/Becton
Dickinson, EUA. Os dados para citocinas e quimiocinas de 5 animais sdo agrupados por média e desvio padrdo em uma
planilha do programa GraphPad Prism (versdo 7). Asteriscos: nivel de significdncia de * p <0,05, ** p <0,005 e *** p <0,0005.

5.3. Avaliacio da atividade fagocitica em subpopula¢des medulares

A susceptibilidade a Salmonella induzida pela malaria envolve a supressdo ou
disfuncdo de neutrofilos e macréfagos, o que reduz sua atividade na eliminacdo de bactérias.
Como uma importante citocina na resposta imune contra microrganismos intracelulares, como
a IL-12, foi reduzida em animais mono-infectados com Pb-ANKA e co-infectados com
Plasmodium-Salmonella no D8, foi avaliada a atividade fagocitica em subpopulagdes
medulares por ser um orgao rico em fagdcitos. As contagens de células totais ndo mostraram
diferengas nos grupos co-infectados, mono-infectados e controle (Figura 11). As células
foram incubadas por 24 horas e estimuladas com PMA por 1 hora, visto que para a
morfologia cléssica era viadvel, a andlise de diferenciagdo celular mostrou uma contagem de
neutrofilos e macrofagos muito baixa em comparacdo com os animais controle (Figura 12).
Os neutréfilos foram mais afetados nos animais coinfectados em relagdo as mono-infecg¢des
diferenciadas do que os mondcitos. Se a capacidade fagocitica foi preservada nas células

diferenciadas foi analisado por contagem de células bacterianas internalizadas (Figura 13).

Foi possivel observar redu¢do das bactérias internalizadas em relacdo ao grupo
controle, porém n3o houve diferenga entre os grupos mono-infectados. No entanto, foi
possivel notar uma disfun¢do fagocitica proeminente de neutroéfilos ex vivo em camundongos

co-infectados.

33



Celularity
95% Confidence Intervals (Tukey)

6500+
) Typhi - Coinfection- ————
= 6000+ :
8 Pb - Coinfection+ e
£ 55001 Pb - Typhi- —————
% Control - Coinfection-| P—O—i
g 5000+ Control - Typhi- —
£ - Control - Pb- —————
2 4500+ ‘ ‘: | ‘
-2000 -1000 0 1000 2000
4000 ‘ ‘ ‘ : Difference between group means
3 N
& o <$° . \00
N ) &
o < &
O &
N
OO

Figura 11 Numero total de células analisadas microscopicamente nos camundongos co-infectados e demais controles. Ndo
hd diferenca significativa entre eles.
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Figura 13 Numero total de células bacterianas internalizadas nas subpopula¢ées medulares. Grupo co-infectado apresenta
clara disfungdo fagocitica. * p<0,05; ** P<0.005.
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5.4. Avaliacio da presenca de modulacio bacteriana

Na mono-infec¢do malarica, uma dose intraperitoneal com 1x10° eritrocitos infectados
com P. berghei ANKA em DO ¢ capaz de causar a morte de camundongos BALB/c por volta
do dia 20 devido a altos niveis de parasitemia (> 60-70%). A coinfec¢do ndo levou a um
resultado pior do que a mono-infec¢do com malaria. A parasitemia nos animais co-infectados
evoluiu de forma semelhante a do P. berghei ANKA e continuou a crescer até a morte por
volta de vinte dias, quando os animais foram eutanasiados (Figura 14). Também foi
investigado se a cepa de S. Typhi usada no modelo sofreu alguma modulacdo que pudesse
influenciar a capacidade de invasdo em células ndo fagocitdrias. O ensaio de invasdo de
c¢lulas HeLa foi usado para comparar a cepa S. Typhi usada em condigdes pré-indculo com a
cepa ex vivo obtida de macerado de figado. Ambos se comportaram de forma semelhante em
relacdo a quantidade de células invadidas (Figura 15A), porém o pré-inoculo invadiu mais
células HelLa apds seis horas, o que indica que a bactéria pds-invasao nao sofreu nenhuma

modulagdo que a tornasse mais invasiva (Figura 15B).
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Figura 14 Crescimento de parasitemia (%) em ambos os grupos PB e CO. Ndo houve diferenca
significativa no avanco da parasitemia entre os grupos infectados por P. berghei ANKA.
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5.5. Analise histopatolégica do intestino

D (ID) (110 (Iv)

Ruptures Mononuchear leukocyies Incresse of Globet cells Infiltrated leukooyies
on enterocyies laver in enterocytes laver in enterocvies laver in submucosa

200 pm

Figura 16 Irregularidades no intestino delgado de camundongos BALB/c causadas pela co-infeccdo maldria-salmonela. CO:
camundongos co-infectados. PB: camundongos mono-infectados P. berghei ANKA. ST: camundongos mono-infectados com
Salmonella enterica sv Typhi. Fotomicrografias dos grupos CO, PB e ST distribuidas nas colunas | a IV entre D4 e D8. Ultima
sequéncia de fotomicrografias com imagens de animais controle. Coluna I: apresentagdo de rupturas na borda da vilosidade
(quadrado); coluna lII: infiltrado de leucocitos mononucleares na camada de enterdcitos (circulo); coluna Ill: destaque das
células caliciformes (setas largas); coluna IV: dimensdo do volume do infiltrado leucocitdrio na regido submucosa (seta em
namhans as extremidandes)
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Os resultados mostram que a invasao de S. Typhi foi principalmente devido a maldria,
e ndo a capacidade invasiva da bactéria. Para verificar se essas alteragdes no tecido intestinal
eram significativas, os cortes histopatologicos foram submetidos a analises morfométricas. O
volume e a parede intestinal ndo diferiram entre os grupos apds a quantificagdo pela técnica
de Cavalieri, nem as camadas submucosa, muscular e serosa apresentaram diferengas entre os
grupos. As medidas morfométricas do volume intestinal nos cortes transversais dos cortes
histopatologicos aumentaram em 100x. As irregularidades do tecido foram avaliadas em
extensoes longitudinais em 400x para investigar o efeito da co-infec¢ao por P. berghei ANKA
e S. Typhi na integridade do tecido intestinal, comparando com mono-infec¢des por P.

berghei ANKA ou S. Typhi (Figura 16).

Quatro tipos de alteragdes foram evidentes, (I) aparecimento de rupturas na camada de
enterocitos, (II) presenca de leucoécitos mononucleares na camada de enterdcitos, (III)
aumento de células caliciformes na camada de enterdcitos e (IV) aumento no volume de
leucdcitos infiltrados na mucosa. Irregularidades nos tecidos intestinais foram quantificadas
pelo principio de Delesse. Foi possivel observar rupturas na camada de enterocitos nos dias
D4 e D8 nos trés grupos (coluna I, Figura 16), mas 0s eventos aumentaram nos animais
co-infectados (CO). Os animais mono-infectados com P. berghei ANKA (PB) apresentaram
um ligeiro aumento nas rupturas, enquanto o animal mono-infectado com S. Typhi (ST)
apresentou muito poucas rupturas, o que indica que estas rupturas podem ser a porta de

entrada para a bactéria (Figura 18A).

A mucosa intestinal mostrou a presenga de leucdcitos mononucleares entre os
enterocitos (coluna II, Figura 16). Nesse caso, os trés grupos apresentaram mais do que o
grupo controle, embora nos co-infectados o infiltrado leucocitario foi bem maior em D4 e D8
(Figura 18D). Em relacdo a presenca de células mucoides ou caliciformes na camada epitelial
(coluna III, Figura 16), apenas os animais co-infectados apresentaram aumento dessas
células (Figura 18C). O volume de infiltrado leucocitario na submucosa foi calculado (coluna
IV, Figura 16) e os trés grupos diferiram do controle nos dois dias, enquanto o volume nos
animais co-infectados foi maior do que nos dois grupos mono-infectados com P. berghei
ANKA e S. Typhi (Figura 18B). Com isso, ¢ possivel sugerir que a maléaria provoca uma
perturbacdo da homeostase intestinal e a torna suscetivel a invasdao de Salmonella. O volume
total dos intestinos segundo método de Cavalieri ndo mostrou diferenga significativa entre os

grupos (Figura 17A), assim como as camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa segundo
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o método de densidade de volume por principio de Delesse ndo mostraram diferencas

conclusivas entre os grupos analisados (Figura 17B-E).
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Figura 17 Quantificagdo de camadas do intestino delgado causadas pela coinfec¢do maldria-salmonela. Na andlise do volume de Cavalieri (A) ndo
houve diferenga significativa no volume total do intestino entre os grupos Controle, Malaria (mono-infectado por PB-ANKA), ST (mono-infectado pro S.
Typhi) e CO (co-infectado maldria-salmonela). NGo houve diferenga conclusiva entre as camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa (B-E) sequndo

a definigdo da densidade de volume do principio de Delesse entre os grupos analisados. Asteriscos: nivel de significdncia de * p <0,05.
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Figura 18 Quantificagdo de irregularidades no intestino delgado causadas pela coinfec¢éo maldria-salmonela. Comparagdo multipla pelo
teste de Tukey entre os quatro tipos de alteragées evidenciadas nas fotomicrografias na co-infecgdo Plasmodium berghei ANKA e Salmonella
enterica sorovar Typhi. (A) Aparecimento de rupturas na camada de enterdcitos, (B) Presenga de leucdcitos mononucleares na camada de

enterdcitos, (C) Aumento das células caliciformes na camada de enterdcitos e (D) Volume de infiltrado leucocitdrio na mucosa. Os dados sdo
mostrados em um grdfico de caixa com média e desvio padrdo. Asteriscos: nivel de significdncia de * p <0,05, ** p <0,005 e *** p <0,0005.

6. Discussao

Criangas com co-infec¢do por malaria e bacteremia por Salmonella apresentam taxas
de letalidade mais altas em comparacdo com ambos os patogenos isoladamente (TAKEM et al.
2014; UNEKE 2008). A malaria ¢ um fator de risco para infec¢do invasiva por Salmonella em
criangas na Africa. Devido a sobreposigdo em termos de distribui¢io geografica, criangas com
malaria recente ou aguda tém maior risco de infec¢ao bacteriana e morte (MACKENZIE et al.
2010). Esse conhecimento vem de estudos clinicos segundo os quais os efeitos da malaria na
resposta imune contra a bacteremia por Sal/monella foram observados apds a invasdo
bacteriana do tecido. A natureza exata dessa associacdo ainda é desconhecida, devido a
heterogeneidade dos dados e a falta de controles adequados correspondentes a gravidade
(revisado por TAKEM et al. 2014). Assim, pouco se sabe sobre se a maldria afeta a resisténcia
do hospedeiro a colonizagdo intestinal com Salmonella enterica tifoide ou nado tifoide apos
ingestdo bacteriana. Neste trabalho, conseguimos desenvolver um modelo de coinfec¢do por

Salmonella Typhi e P. berghei ANKA em camundongos BALB/c, nos quais os animais ja
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eram suscetiveis a bacteremia por Salmonella apés um dia de infeccdo malérica. Nosso
modelo levantou questdes sobre os efeitos da maldria na arquitetura do epitélio e invasdo de S.
Typhi e exacerbacdo da resposta inflamatoria, bem como um fator de disfuncao,

especialmente em neutréfilos, levando a uma suscetibilidade a bacteremia.

Os mecanismos propostos para o efeito da maléaria na suscetibilidade a bacteremia por
Salmonella envolvem varios fatores, como alteracdes na integridade da mucosa, disfuncao de
macrofagos e neutrofilos e prejuizo na producdo de anticorpos (CUNNINGTON et al. 2012,
LOKKEN et al. 2014, TAKEM et al. 2014, NYIRENDA et al. 2017). Embora seja uma
infeccdo sistémica aguda, sabe-se que os sintomas gastrointestinais, como nauseas, vomitos,
dores abdominais e diarreia, s3o comuns durante a fase aguda da malaria. A ma absor¢do de
nutrientes foi relatada na maldria falciparum grave, sugerindo que o ambiente no limen
intestinal pode ser alterado (BERKLEY et al. 2009, TANIGUCHI et al. 2015). Em um estudo
sobre a maldria falciparum, danos no epitélio intestinal foram evidenciados devido a
permeacao de compostos, como monossacarideos e dissacarideos, que normalmente sao
relativamente impermeaveis em uma mucosa intestinal saudavel, mas neste caso foram
observados na urina desses pacientes (WILAIRATANA et al. 1997). Nesse contexto,
realizamos uma analise minuciosa do tecido intestinal nos cortes histopatoldgicos das
infec¢des por malaria no D8, a fim de avaliar as alteragdes no volume e tecido intestinal. O
volume do Iimen e da parede intestinal ndo se alterou entre os grupos provavelmente porque
no oitavo dia as altera¢des provavelmente ainda sdo focais. Um dos principais achados aqui
observados foi que a mono-infec¢cdo pela malaria P. berghei ANKA foi capaz de alterar a
integridade da camada epitelial do intestino, o que pode permitir a entrada da bactéria S. Typhi.
Esses achados estdo de acordo com a permeabilidade do epitélio intestinal alterada em

pacientes infectados com Plasmodium falciparum e em modelos de maldria murina

(WILAIRATANA et al. 1997, TANIGUCHI et al. 2015).

Aqui, o aparecimento de rupturas na camada de enterocitos parece um descolamento
do epitélio intestinal demonstrado por Taniguchi e colaboradores (TANIGUCHI et al, 2013).
As rupturas foram exacerbadas pela presenca de Salmonella em animais co-infectados,
portanto, ¢ possivel sugerir que rupturas na camada epitelial causadas pela malaria
predispdem o hospedeiro a bacteremia (SCOTT et al. 2011, PARK et al. 2016). Além dessa
exacerbagdo por todo o intestino delgado, também observamos uma presenca abundante de

cé¢lulas mucdides (células caliciformes) entre os enterdcitos nos animais co-infectados. As
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células caliciformes sdo responsaveis pela camada de muco que recobre o epitélio para
facilitar a remog¢do do contetido alimentar e também fazem parte da primeira linha de defesa
contra danos causados por bactérias patogénicas e produtos bacterianos (LV et al. 2018).
Surpreendentemente, os animais co-infectados apresentaram varias dessas células mucoides
na mucosa, o que indica que a resposta inata a bactéria da infecg¢ao foi ativa nesses animais.
Uma vez que a bactéria se espalhou pela mucosa, o controle da infec¢do foi comprometido
pela resposta inflamatoria que levou a disfuncao dos fagdcitos, principalmente dos neutréfilos,
e consequentemente da suscetibilidade a bacteremia (MOONEY et al. 2015). A abundancia
dessas células em animais co-infectados evidencia o papel dessa resposta antibacteriana, mas
o desarranjo da homeostase intestinal causado pela malaria compromete as fungdes essenciais
no combate a infeccdo por Salmonella. Nossos achados apoiam a hipotese de que alteragdes
no microambiente intestinal afetam a resisténcia a invasdo por sorovares de Salmonella

enterica.

O epitélio intestinal fornece uma barreira protetora contra patdégenos entéricos e apos a
interrup¢do aumenta a suscetibilidade a infec¢des ou prejudica a imunidade (ALAMER et al,
2019). Modelos de camundongos da co-infec¢do Plasmodium-Salmonella mostraram
comprometimento das funcdes de barreira intestinal caracterizadas por aumento da
permeabilidade da barreira e aumento da infiltracdo de células na mucosa (ALAMER et al,
2019; MOONEY et al, 2014). Aqui, o maior infiltrado de leucocitos na mucosa em animais
co-infectados, e que ndo diferiu dos mono-infectados com P. berghei ANKA, pode ser um
importante evento de ligacdo entre a interrupcdo da homeostase intestinal e imunidade
prejudicada a invasdo de Sa/monella. Este infiltrado ¢ composto por mondcitos inflamatérios
e neutrdfilos que podem ser permissivos a Salmonella spp. crescimento (MOONEY et al,
2019). Assim, a inflamagdo intestinal caracterizada pelo aumento do infiltrado leucocitario
pode ser explorada pela bactéria para garantir sua sobrevivéncia ¢ invasao (ALAMER et al,

2019; MOONEY et al, 2014).

A sequéncia de eventos apés a chegada da bactéria ao intestino sugere que a
capacidade do hospedeiro de controlar a infec¢do sist€émica por Salmonella esta
comprometida devido a infec¢do malarica. A susceptibilidade foi demonstrada em diferentes
linhagens de maléria de roedores ou com tratamento prévio com medicamentos que causam
hemolise aguda, como fenil hidrazina ou hemina (CUNNINGTON et al. 2012). Os

mecanismos imunolégicos propostos sugerem que a hemolise causada pela malaria resulta na
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liberagdo de heme e na expressdo de heme oxigenase-1, que ¢ uma isoenzima essencial no
papel citoprotetor contra estresse oxidativo e toxicidade do grupo heme (CUNNINGTON et al.
2012). Por outro lado, o heme induz a migragdo de neutrofilos, e a ativagdo e inducdo dessa
enzima citoprotetora levam a disfun¢do dos fagocitos (CUNNINGTON et al. 2012; ORF &
CUNNINGTON 2015). No modelo desenvolvido aqui, a hemolise de uma parasitemia
relativamente baixa (~ 1%), 24 horas ap6s a infec¢do intraperitoneal com 1x10° eritrocitos
infectados com P. berghei ANKA foi capaz de tornar os animais suscetiveis a salmonelose
invasiva. Essas parasitemias sdo comumente observadas na maldria humana, especialmente
em criangas africanas, portanto, o pigmento hemozoina leucocitaria ¢ um preditor mais forte
de malaria do que a propria parasitemia (SCOTT et al. 2011). Nesse contexto, a hemozoina
como metabolito parasita do grupo heme exerce efeito imediato sobre essa sequéncia de
eventos. Nosso modelo mostrou uma diminui¢ao na resisténcia do hospedeiro a colonizagao
intestinal de S. Typhi um dia apods a infecgdo com Pb-ANKA, o que mostra que a infec¢ao
concomitante pode mascarar o diagnéstico de infeccdo por salmonelose, enquanto o

tratamento antimalarico ainda ndo melhorou os sintomas da crianga (MOONEY et al. 2014).

Faltam informagdes sobre a atividade funcional dos neutréfilos e macréfagos contra
Salmonella na presenga prévia e continua de uma infeccdo maldrica. A disfungdo dos
fagocitos surge do actimulo de hemozoina dependente de anemia hemolitica com
comprometimento da produgdo sistémica de IL-12 e indu¢do de IL-10 (ROUX et al. 2010,
CUNNINGTON et al. 2012, LOKKEN et al. 2014, MOONEY et al. 2014). Os estudos que
sugerem falha da atividade fagocitica de neutrofilos e macréfagos como fator de
suscetibilidade baseiam-se principalmente em estudos clinicos. A disponibilidade de cultura
ex vivo de fagocitos pode confirmar in vitro sua atividade disfuncional como fator de
suscetibilidade a malaria. Neste estudo, avaliamos a capacidade fagocitica de progenitores de
neutrofilos e macrofagos obtidos da medula femoral. O modelo mostrou uma disfungao
neutrofilica proeminente, concomitante com a exacerbacdo das quimiocinas IFNy, TNFa e
MCP-1 em camundongos co-infectados em DS, que ndo foi observada em animais desafiados
apenas pela mono-infeccdo por Salmonella (D1). No D2, duas citocinas inflamatérias ja
haviam sofrido aumentos que provavelmente comprometeram as fungdes essenciais de
combate a infec¢do por Salmonella, enquanto os animais mono-infectados por Salmonella
apresentaram aumento da secrecdo de IL-12 e infec¢ao controlada. Aumentos nas citocinas
IFNy e TNFo exacerbados em D8, juntamente com a quimiocina MCP-1 em animais

infectados com malaria e co-infectados estdo de acordo com o efeito sistémico da resposta a
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maldria nos precursores de neutrofilos e macréfagos, que reduzem a resisténcia do patéogeno,

conforme observado em estudos clinicos (CUNNINGTON et al. 2012; MOONEY et al. 2015).

Nossas descobertas fornecem uma visdo mecanicista sobre como as respostas da
mucosa a um patdgeno bacteriano sdo alteradas em uma infec¢do de maldria simultanea.
Ainda assim, a perda dessa resisténcia aos patogenos bacterianos parece ser independente de
alguma modulacdo que possa ocorrer com a bactéria no interior do hospedeiro, pois as
bactérias invasivas e recuperadas do figado dos animais co-infectados ndo se tornaram mais
virulentas que as bactérias pré-indculo. Nossos dados estdo de acordo com estudos com uma
cepa comensal de Escherichia coli ndo invasiva exibiu colonizagdo intensificada em animais
previamente infectados com P. yoelii (MOONEY et al. 2015), o que sugere que a perturbacao
da comunidade microbiana pela maléria abre um nicho ecoldgico que pode ser aproveitado

por bactérias patogénicas (LOKKEN et al. 2014, MOONEY et al. 2014, 2015).

Uma limita¢do do estudo foi o uso de um sorovar Typhi da linha Salmonella enterica,
uma vez que a bacteremia pedidtrica causada por infeccdo por P. falciparum envolve
principalmente Sa/monella invasiva ndo tiféide. Além disso, os modelos de co-infecgdo ou
mono-infecgdo em camundongos usam S. enterica sorovar Typhimurium porque se espalha
sistemicamente neste hospedeiro (CUNNINGTON et al. 2012, LOKKEN et al. 2014,
MOONEY et al. 2014, FORBESTER et al. 2015). A partir de trés sorovares de Salmonella
enterica, definimos uma dose com S. Typhi que conseguiu evoluir na invasdo de
camundongos BALB/c apenas naqueles previamente infectados com maléria. Outra limitagao
foi que, em nosso modelo, o hospedeiro foi desafiado com a bactéria um dia apods a infecgao
por maldria, enquanto as criangas que desenvolvem coinfeccdo malaria-salmonela
provavelmente ja estio colonizadas por essas bactérias patogénicas (GOMEZ-PEREZ et al.
2014). Apesar dessas limita¢des, nosso modelo nos forneceu uma nova visao sobre a alteragao

da mucosa intestinal que predispoés camundongos BALB/c a bacteremia por maldria.
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7. Conclusoes

Embora o conhecimento da malaria como fator de suscetibilidade a bacteremia por
Salmonella seja evidente, os mecanismos fisiopatoldgicos ainda ndo sdo bem compreendidos
devido a sua complexidade e a falta de modelos experimentais bem estabelecidos. Este estudo
teve como objetivo estabelecer um modelo experimental e avaliar a fisiopatologia com melhor
cobertura da histopatologia intestinal, fatores imunologicos sistémicos e ensaios funcionais de
disfuncdo fagocitica. A exacerbagdo inflamatdria evidenciada pelo aumento de citocinas e
quimiocinas com disfung¢do principalmente de neutrdfilos também ¢ bem conhecida e foi bem
caracterizada como efeito de uma resposta inflamatdria exacerbada. Nossos principais
achados foram a alteracdo da integridade epitelial do intestino causada pela mono-infec¢ao
por P. berghei como possivel causa de suscetibilidade a invasdo de Salmonella.

O conhecimento da influéncia no tecido intestinal e da interacdo dos mecanismos
imunes efetores na co-infeccdo malaria-salmonela sdo absolutamente essenciais para
estratégias de combate a bactéria nas populacdes afetadas.

As informacgdes obtidas com estudos em modelos experimentais sdo importantes
principalmente quando obstadculos como consideragdes éticas, limitacdes de recursos ou
outros fatores burocraticos limitam estudos clinicos, de infecgdes diretas em humanos. O
desenvolvimento de modelos animais realizados sob condi¢des laboratoriais controladas

podem fornecer consideraveis dados acerca da patogénese e controle de doengas humanas.
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