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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO
Raquel Alves Pinna

Doencas negligenciadas tais como Malaria e Leishmaniose sdo endémicas em diversas
regibes do mundo, inclusive no Brasil. A coinfec¢@o por diferentes parasitos é comumente
observada na natureza e representa um desafio no estudo da ecologia dos parasitos e da
saude humana. Atualmente, ndo existem dados epidemioldgicos a respeito das coinfec¢des
por Plasmodium spp. e Leishmania spp. no Brasil, apesar da area de distribuicdo das duas
doencas causadas por esses parasitos se sobreporem. Dentro desse contexto, achamos
importante avaliar o impacto que uma infeccdo pode ter sobre a resposta imune e a
evolucédo clinica da outra. Para tal, camundongos BALB/c foram coinfectados com P. yoelii
17XNL e L. braziliensis, L. major ou L. amazonensis e 0 curso das infec¢bes e da resposta
imunologica acompanhados por 77 dias. A coinfeccdo com diferentes espécies de
leishménia determina um curso distinto na infeccdo malarica. Assim, a coinfec¢cdo com L.
braziliensis parece ter um efeito benéfico enquanto as coinfecgbes com L. major ou L.
amazonensis aumentam a gravidade da malaria levando a morte de alguns animais. Ja a
malaria parece ter um efeito benéfico no desenvolvimento da leishmaniose causada por L.
major ou L. amazonensis. O perfil da resposta imune foi determinado através de citometria
de fluxo multiparamétrica em esplendcitos e da dosagem de citocinas séricas nos dias 5, 10,
17 e 77 ap6s infecgdo com P. yoelii 17XNL. Foi verificada uma redugcédo no percentual de
células CD4" e CD8" no baco dos animais mono e coinfectados durante a fase aguda da
malaria. Apesar disso, o percentual de células CD4'IFN-y* e CD4'IL4" aumentou nesse
periodo. Além disso, o percentual de células CD4°1L10" era maior no grupo dos animais
coinfectados em relacdo aos dos monoinfectados. Quanto as células CD8", houve aumento
percentual de células produtoras de IFN-y e IL-4 nos grupos monoinfectado e coinfectados
com P. yoelii 17XNL, durante a fase aguda da infeccdo maléarica. Um aumento substancial
no percentual de células CD8'IL10*, no dia 77, foi observado apenas nos grupos dos
coinfectados com leishménia. No grupo coinfectado com L. amazonensis houve uma
aumento importante no percentual dessas células, no dia 5, aparentemente induzido pela L.
amazonensis. O percentual de células CD4'CD25Foxp3* e CD4'CD25" aumenta durante a
fase aguda da malaria nos grupos mono e coinfectados com P. yoelii 17XNL. Todos o0s
grupos coinfectados apresentaram percentuais de células CD14°IL10" elevados no dia 77
em relacdo aos grupos monoinfectados. A concentracao sérica das citocinas IFN-y, TNF, IL-
6 e IL-10 aumentou durante a fase aguda da malaria nos camundongos mono e
coinfectados. Nos grupos coinfectados com P. yoelii 17XNL e L. braziliensis ou L. major,
entretanto, esse aumento foi menor do que o grupo monoinfectado com P. yoelii 17XNL no
dia 5. Em resumo, nossos dados sugerem que a coinfeccdo altera tanto a resposta imune
quanto o curso da infeccdo por plasméddio ou leishménia sendo essas alteracdes
dependentes da espécie de parasito envolvida.
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ABSTRACT
MASTER THESIS
Raquel Alves Pinna

Neglected tropical diseases such as Malaria and Leishmaniasis are endemic in several
regions of the world, including Brazil. Co-infection by multiple parasite species is commonly
observed in nature and represents a complex challenge in studies of parasites ecology and
human health. At present time, there are no available data concerning prevalence of Malaria
and Leishmaniasis co-infections in the Brazilian territory. In this context, we believe that is
important to study the impact that one infection can have on the immune response and the
clinical outcome of the other. Therefore, BALB/c mice were co-infected with P. yoelii 17XNL
and L. braziliensis, L. major or L. amazonensis and both the course of each disease and its
immune response were followed-up for 77 days. In coinfection, we observed that, depending
on the species of Leishmania, the course of malaria disease was altered in a different way. It
seems that co-infection with L. braziliensis causes a beneficial effect while co-infections with
L. major or L. amazonensis increases gravity leading some animals to death. Malaria
infection, on the other hand, had a beneficial effect in leishmaniasis caused by L. major or L.
amazonensis. Immune response was accessed “ex vivo” by multiparametric flow citometry
using splenocytes and by measurement of serum cytokine levels 5, 10, 17 and 77 days post
P. yoelii infection. There was a decrease on the percentage of CD4" and CD8" splenocytes
during malaria acute phase in both mono and co-infected groups. Besides that, there was an
increase in the percentage of CD4'IFN-y" and CD4°IL-4" cells. Also, it was observed that
CD4"IL-10" cells enhanced in co-infected groups compared to control and mono-infected
groups. Regarding CD8" cells, there was an increase in IFN-y e IL-4 producing cells during
malaria infection in P. yoelii mono-infected and co-infected groups. Percentage of CD8"IL-
10" cells was transiently increased in P. yoelii mono-infected  group  but  significantly
enhanced in co-infected groups, mainly on day 77. L. amazonensis co-infected group
presented an increase in CD8'IL-10" on day 5 compared to control and P. yoelii mono-
infected groups that is apparently due to L. amazonensis infection since this L. amazonensis
mono-infected group had an increase on the percentage of CD8IL-10" on days 5, 10 and
17. The percentages of CD4"CD25Foxp3” cells (Tregs) and CD4'CD25" were higher during
malaria acute phase in both P. yoelii mono-infected and co-infected groups. Co-infected
groups exhibited an enhancement in the percentage of splenic CD14°1L-10" cells on day 77
in comparison to control and mono-infected groups. The serum concentrations of IFN-y, TNF,
IL-6 e IL-10 were enhanced during malaria acute stage in both P. yoelii mono-infected and
co-infected mice. However, L. braziliensis and L. major co-infected groups presented not as
much alteration in serum cytokine concentration when compared to P. yoelii mono-infected
group. Briefly, it seems that co-infections alter both the course and the immune response of
Plasmodium or Leishmania infection in a way that appears to be dependent on the species of
parasites involved.
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1. Introducéo

1.1 Malaria

A malaria € uma doenca parasitaria causada por hematozoarios do filo
Apicomplexa e género Plasmodium. Existem cerca de 80 espécies de plasmaédios
que parasitam mamiferos, aves ou répteis (1, 2). Dessas, apenas 5 séao
responsaveis pela infeccdo humana: P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale e
P. knowlesi, sendo este Ultimo, parasito simiano, recentemente descrito como
causador de infec¢cbes entre humanos no sudeste asiatico (3, 4). Cada uma dessas
espécies apresenta peculiaridades em relagdo a sua distribuicdo geografica,
gravidade e biologia. As espécies mais comumente encontradas sao P. falciparum e
P. vivax que juntas respondem por 95% de todas as infec¢des. P. falciparum,
largamente predominante no continente Africano e ocorrendo também em outras
regides tropicais e subtropicais, € considerada a espécie de maior impacto na saude
publica em virtude das altas taxas de morbidade, mortalidade e multirresisténcia aos
farmacos antimaléricos (5). P. vivax é a espécie mais amplamente distribuida no
mundo; por ser encontrada em regides tropicais, subtropicais e temperadas, é a
principal causa de malaria fora da Africa, afetando especialmente a Asia e as
Ameéricas (5,6). A infeccdo por P. vivax, que nem sempre se apresenta benigna,

pode ser altamente debilitante causando importantes perdas socio-econémicas (7).

Os vetores da maléria sdo fémeas de mosquitos do género Anopheles.
Contudo, apenas algumas espécies estao implicadas na transmissao da doenca. No
mundo, o principal vetor é o An. gambiae, espécie de elevada capacidade vetorial
encontrada na Africa e que ja existiu no nordeste brasileiro de onde foi erradicada no
inicio da década de 1940 (8). Atualmente no Brasil, as espécies de maior
importancia sao An. darlingi e An. aquasalis. O primeiro é vetor na maior parte do
territdrio brasileiro, é altamente antropofilico, endofagico e muito suscetivel a
infeccéo por diferentes espécies de plasmaodios. O segundo, ao contrario, apresenta
habitos exofagicos e baixa antropofilia. Na regido de mata atlantica, onde ocorre
transmissao autéctone esporadica de malaria por P. vivax, An. cruzii € considerado o

principal vetor (9, 10).
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1.1.2 Mal&ria no Mundo

A maléria € a doenca parasitdria que mais mata e apesar da reducdo do
namero de casos nos ultimos anos, ela continua sendo o maior desafio em saude
publica em todo o mundo (11-13). Essa doenca € endémica em mais de 100 paises,
onde aproximadamente 3.3 bilhdes de pessoas vivem sob risco de contrair a
infeccdo, o que representa mais de 40% da populacdo mundial (13) (Figura 1.1).
Estima-se que no ano de 2010 ocorreram 216 milhdes de casos de malaria no
mundo com aproximadamente 655 mil 6bitos, sendo a maioria de criancas (11, 13).
Cerca de 81% dos casos de malaria se concentra na Africa e o outros 10% est&o

distribuidos nas Américas Central e do Sul, Sudeste Asiatico e Ilhas Oceéanicas (13).

Nas Américas a transmissdo da malaria ocorre em 21 paises. De maneira
geral, o P. vivax é a espécie responsavel por cerca de 70% dos casos, seguida por
P. falciparum (13). As excecfes sdo Republica Dominicana e Haiti que apresentam
quase 100% das infecc¢des por P. falciparum (13). O Brasil ainda € responsavel por

mais de 50% do total de casos nas Américas (13).

Paises ou areas com risco de transmissao da malaria, 2010

Il Paises ou areas onde ocorre transmissao da maléria
Paises ou areas com risco de transmiss&o da malaria limitado

Figura 1.1: Distribuicdo mundial da malaria em 2010, OMS (13).
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1.1.3 Malaria no Brasil

No Brasil, 99% dos casos de malaria estdo concentrados na regido da
Amazobnia Legal que compreende os estados do Acre, Amapa, Amazonas,
Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondbnia, Roraima e Tocantins. Segundo o
Ministério da Saude, em 2010 foram registrados 334 mil casos de malaria. Deste
total, 283.022 mil foram causados por P. vivax, 47.243 por P. falciparum, 171 por P.
malariae e 4 por P. ovale, aléem de 3.564 infec¢cbes mistas por P. vivax e P.

falciparum (14).

De acordo com a estratificacdo epidemiolégica estabelecida pela OMS,
atualmente o padrédo de endemicidade no Brasil € heterogéneo predominando areas
de alto risco (indice Parasitario Anual - IPA > 50) em 5 dos 9 estados da Amazonia
Legal (Acre, Amazonas, Amapa, Par4, Rondénia) (Figura 1.2). Além da
heterogeneidade, a transmissdo em éareas endémicas brasileiras € considerada
instadvel com flutuacdes sazonais anuais. Nessas areas tendem a ocorrer surtos
epidémicos que afetam adultos e criancas, podendo ser potencialmente grave

guando a epidemia é causada por P. falciparum (15,16).

Na regido extra-amazobnica, o risco de transmissdo autdctone de malaria é
muito pequeno, a maioria dos casos nessa regido € importada da Amazénia Legal
ou de outros paises, principalmente os do Continente Africano (17). Nesse contexto,
nos ultimos anos ocorreram surtos epidémicos nos estados da Bahia, Espirito Santo,
Mato Grosso, Minas Gerais, Parana e Rio de Janeiro. Esses estados apresentam
caracteristicas comuns, favoraveis ao estabelecimento e a manutencdo da
transmissdo, como: populacdo susceptivel, presenca do vetor, além de boas
condicBes ecologicas e geograficas (18). Embora os casos de malaria na regido
extra-amazoénica representem 1% da malaria total do Brasil, o coeficiente de
letalidade por malaria nessa regido é alto devido principalmente a falta de
profissionais da saude treinados para diagnosticar a doenca a tempo de se fazer o

tratamento adequado (19).
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N IPA (casos/1.000 hab)

Noc NE DSem transmissio

0 . L Dﬂalm risco: <10
soq 5 SE [Cmedio risco: 210 e <50

s .Alto risco: 250

Fonte: Ministério da Salide, 2011 (14)

Figura 1.2: Endemicidade da Maléria no Brasil em 2010.

1.2 Ciclo Evolutivo dos Plasmddios

Os plasmddios sdo parasitos que apresentam ciclo biolégico complexo com
diferentes formas evolutivas. Para que o ciclo se complete sdo necessarios dois
hospedeiros: um vertebrado onde ocorre a fase assexuada do ciclo e outro
invertebrado onde ocorre a fase sexuada. Apesar da variedade de espécies que
atuam como hospedeiros vertebrados e invertebrados de diferentes plasmaodios,

seus ciclos biolégicos mantém pontos em comum.

No ser humano o ciclo se inicia quando, no momento do repasto sanguineo,
mosquitos fémeas do género Anopheles infectados por uma das espécies de
plasmodios que acometem o homem, inoculam na pele juntamente com sua saliva a
forma infectante do plasmaddio, os esporozoitos. Evidéncias em modelo experimental
murino mostram que 0S esporozoitos inoculados se mantém viaveis na derme
durante varias horas, alguns ficam na derme e outros penetram ativamente em
vasos linfaticos ou/e vasos sanguineos (20, 21, 22). Tanto 0S esporozoitas que
ficam na derme quanto os que seguem pelos vasos linfaticos e atingem os

linfonodos podem se desenvolver em formas exoeritrociticas gerando merozoitos
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infectantes, sendo liberados através de merossomos (estrutura vesicular), assim
como observado no ciclo hepatico (22). Os esporozoitos que ficam na derme
também podem migrar para os foliculos pilosos, sitio de privilégio imunolégico (23),
onde permanecem dormentes ou em crescimento lento. Sugerindo que essas
formas possam atuar com um reservatorio de merozoitos infectantes como proposto
para os hipnozoitos de P. vivax e P. ovale (22) e/ou atuem como fonte de antigenos

para os linfonodos drenantes (22).

Os esporozoitos que chegam aos vasos sanguineos migram para o figado. Ao
chegarem ao figado, os esporozoitos logo se aderem as células endoteliais dos
sinusdides hepaticos e iniciam o processo de movimentacdo denominado de
“gliding”, na qual eles fazem um deslizamento. Em seguida eles atravessam a
barreira sinusal, provavelmente via células de Kupfer. Uma vez no parénquima
hepatico estes parasitos migram através de diversos hepatécitos de forma ativa (24,
25). Em um certo momento 0s esporozoitos promovem uma adesdo mais firme em
determinados hepatdécitos e iniciam simultaneamente a formacdo de um vacuolo
parasitéforo e o processo de maturacdo e multiplicacdo por reproducédo assexuada
(esquizogonia extra-eritrocitica) (25). Como resultado desta fase ha o
desenvolvimento de esquizontes hepaticos, repletos de merozoitos no seu interior.
Durante esta etapa do ciclo a infecgao € assintomatica e seu tempo de duracéo, que
varia entre as espécies, é estimado em: 8-11 dias em P. falciparum, 8-17 em P.
vivax, 10-17 em P. ovale, 18-40 em P. malariae e de 9-12 em P. knowlesi (5). Em um
determinado momento hé liberacdo dos merozoitos para a circulagdo sanguinea por
meio de merossomos. Experimentalmente, verificou-se que essas organelas sao
formadas a partir da membrana plasmética do hepatdcito, que ndo apresenta
fosfatidilserina em sua superficie, ndo sendo de pronto reconhecidas pelo sistema
imunoldgico do hospedeiro garantindo a liberagdo de merozoitas viaveis na
circulacdo (26). Nas infec¢des por P. vivax e P. ovale, alguns esporozoitos, apés a
penetragcdo no hepatdcitos, ndo se multiplicam, permanecendo quiescentes no
figado, e por isso foram denominados de hipnozoitos (do grego hypnos, sono).
Desta forma, passado algum tempo, o individuo infectado pode voltar a ter crises de
malaria devido a reativagao dos parasitos latentes, isto €, recidivar (27, 28).

Milhares de merozoitos sao liberados na circulagdo sanguinea, apdés o
rompimento dos merossomos, e invadem os eritrécitos iniciando, assim, a fase
eritrocitica da doenca (29, 30). Estudos, em modelo experimental murino, sugerem
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gue a ruptura dos merossomos ocorra no pulméao (30). A penetracdo dos merozoitos
em eritrocitos € feita de forma ativa envolvendo uma série de interacdes ligante-
especificas. O mecanismo de penetracdo é complexo e envolve muitas etapas
incluindo: 1) reconhecimento e adesdo do merozoito a membrana do eritrocito; 2)
reorientacdo apical do merozoito em direcdo a membrana da célula hospedeira; 3)
formacdo de uma jungédo no ponto de contato entre o cone apical do parasito e a
membrana celular do eritrocito; e 4) movimento da juncdo ao redor do merozoito
com simultanea invaginacdo da membrana do eritrécito, até que o parasito se
encontre dentro da célula e seja circundado pelo vacuolo parasitoforo (29). No
vacuolo parasitoforo os merozoitos se diferenciam em trofozoitas (jovem e maduro),
que por sua vez, se multiplicam (esquizogonia eritrocitica) e dao origem a
esquizontes sanguineos, também repletos de merozoitos. Essas formas parasitarias
recém formadas sdo liberadas e invadem outros eritrocitos, repetindo o ciclo
eritrocitico, esse momento coincide com manifestacbes clinicas da doenca,

notadamente o paroxismo febril, caracterizado por calafrio, febre e sudorese.

Apés algumas geracdes, alguns merozoitos sanguineos se diferenciam em
formas sexuadas, gametdcitos masculinos e femininos. Esses, ao serem ingeridos
por mosquitos do género Anopheles, daréo continuidade ao ciclo do parasito com a
formacdo de gametas. A fusdo dos gametas masculino e feminino no interior do
estbmago do inseto origina um zigoto mével denominado oocineto, que apos
atravessar a parede intestinal do mosquito, por um mecanismo transcelular, aloja-se
na membrana basal onde se desenvolve em oocisto (28). No interior do oocisto
ocorrem diferenciacdo e divisdo nuclear que resulta na formacdo de milhares de
esporozoitos (esporogonia). Parte dos esporozoitos liberados na hemocele migra
para as glandulas salivares do mosquito. A fémea do anofelino, ao realizar repasto
sanguineo, inoculara essas formas no hospedeiro vertebrado, reiniciando um novo
ciclo (Figura 1.3). Estima-se que um namero relativamente pequeno de esporozoitos
sao inoculados no hospedeiro vertebrado (20 a 100) apesar do elevado niumero de

parasitos presentes nas glandulas salivares (29-34).
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Adaptado de: Sturm & Heussler, 2007 (35)

Figura 1.3: Ciclo evolutivo do Plasmodium sp. nos hospedeiros vertebrado e
invertebrado. 1) inoculacdo dos esporozoitos de Plasmodium sp. durante o repasto
sanguineo de mosquitos fémeas do género Anopheles infectados; 2) os esporozoitos
chegam ao figado através da circulacdo sanguinea e deslizam pelo endotélio dos sinuséides
até penetrarem nas células de Kupfer e hepatécitos, onde se transformam em esquizontes
hepaticos repletos de merozoitos. Os merossomos sao liberados nos sinuséides hepaticos.
3) 0os merossomos se rompem e liberam merozoitos que invadem os eritrcitos. Ciclos
eritrociticos se repetem até que alguns parasitos se desenvolvam em formas sexuadas
(gametacitos). 4) anofelino, ao se alimentar, ingere as formas sexuadas e ocorre fertilizacao,
formacdo do oocineto, oocisto e esporozoitos que caem na hemolinfa e chegam até as
glandulas salivares. Transmissao dos esporozoitos para outro hospedeiro vertebrado, dando
inicio a outro ciclo. (30)

1.3 Aspectos gerais da resposta imune na fase eritrocitica da infeccéo

malarica

Vérios estudos tém demonstrado que em condi¢cdes naturais, a aquisicdo de
uma imunidade protetora antimalarica ocorre em populacdes de area endémica apos
sucessivas infecgdes (36). Essa imunidade, denominada de premunicao, torna os
sintomas clinicos da doenca geralmente ausentes (imunidade clinica ou antidoenca)
e 0s niveis de parasitos sanguineos extremamente baixos, atingindo niveis
subpatentes (imunidade antiparasito) (37). O processo de aquisi¢do de imunidade na
malaria é, ainda hoje, pouco compreendido, sendo que inumeros fatores o
influenciam, como: a complexidade do ciclo biol6gico dos plasmédios, sua extensa
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diversidade antigénica, o perfil de transmissdo da area endémica, a maturidade do
sistema imunoldgico relacionado a idade, status imunolégico do individuo e/ou os

mecanismos inatos de resisténcia que diferem intra e inter-etnicamente (38).

A invaséo dos eritrécitos pelos plasmodios € um processo fundamental para o
estabelecimento da infeccdo maléarica, constituindo assim um dos principais alvos
para a resposta imune protetora. Diversos trabalhos tém demonstrado que a
imunidade direcionada ao estdgio eritrocitico pode contribuir para a
redugéo/eliminagdo dos parasitos assim como para o desenvolvimento das
manifestacbes clinicas da doenca (39-41). Considerando que os eritrocitos sao
células anucleadas e desprovidas de moléculas de classe | e Il do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC), os anticorpos s&o considerados as
principais moléculas responsaveis pela imunidade adquirida contra os parasitos
nesse estagio. O papel protetor dos anticorpos na infeccdo malérica foi claramente
demonstrado a partir de experimentos de transferéncia passiva de anticorpos de
soro de adultos imunes para criangas com malaria, realizados nas décadas de 60 e
90 (42, 43). Os anticorpos passivamente transferidos reduziam a parasitemia e
protegiam as criancas da forma grave da doenca. Outros experimentos em humanos
evidenciaram que a protecédo conferida pela transferéncia passiva de soro imune era

mediada por anticorpos citofilicos IgG1 e IgG3 (44).

Experimentos “n vitro”, demonstraram que 0s anticorpos anti-P. falciparum
agiriam dificultando a invasdo dos eritrocitos pelos merozoitas, inibindo o
desenvolvimento intra-eritrocitico dos merozoitas, em cooperagdo com células
efetoras, por mecanismos de citotoxicidade celular dependente de anticorpos
(ADCC) (45) e/ou de inibicao celular dependente de anticorpos (ADCI) (46).
Corroborando com estes dados alguns trabalhos, verificaram que os anticorpos
citofilicos tém um papel importante na mediacdo do fenbmeno de premuni¢cdo na
malaria, visto que tais subclasses sdo predominantes em individuos protegidos (47-
50).

Entretanto, apesar do importante papel dos anticorpos na imunidade
antiparasitaria adquirida contra as formas eritrociticas, a resposta imune mediada
por células também contribui nesse processo. Estudos realizados em seres
humanos, demonstraram que apdés repetidos inéculos com doses ultra-baixas de

eritrocitos infectados com P. falciparum, voluntarios sadios e sem histdria prévia de
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malaria foram capazes de desenvolver uma imunidade protetora contra doenca,
mediante o desafio com doses infectantes do parasito, com auséncia de parasitemia
e sintomas clinicos. A resposta imune desses individuos foi caracterizada, pela
resposta proliferativa de células T CD4" e T CD8" e da secrecdo de IFN-y, porém
nao de IL-4 e IL-10, consistindo em uma resposta imunolégica do tipo Thl. Além
disso, foi observada uma alta concentracdo da atividade da enzima Oxido nitrico
sintase em células mononucleares do sangue periférico (51). Trabalhos tém
sugerido que as interacdes iniciais entre os parasitos da fase eritrocitica e as células
do sistema imunoldégico inato sdo importantes no controle da multiplicacdo do
parasito e posteriormente na eliminacdo e resolucédo da infeccdo (52). O principal
papel da imunidade inata parece ser a producao de citocinas pré-inflamatérias, como
a interleucina (IL)-12 e interferon (IFN)-y, que séo criticas para o desenvolvimento de
resposta imune do tipo Thl envolvendo células T CD4", T CD8", células B e células
efetoras que medeiam a reposta imune adaptativa tanto celular quanto humoral (52,
53). Dentre os componentes envolvidos na imunidade inata se encontram as células
dendriticas, mondcitos/macréfagos, células natural killer (NK), células NKT, células T

v/6 e células B1.

Grande parte dos sintomas observados na fase eritrocitica € consequéncia da
producgéo de citocinas pro-inflamatorias, tais como TNF-q, IL-1 e IFN-y, em resposta
a liberacdo dos merozoitos e de seus produtos metabdlicos. Os macrofagos, por
exemplo, ao entrarem em contato com metabdlitos solUveis do parasito produzem
TNF-a e IL-1 (53). Essas citocinas sdo pirdgenos enddgenos que atuam no centro
de termorregulacdo do hipotdlamo e que provocam aumento da temperatura
corporal, o que explica a febre observada no momento da ruptura dos eritrcitos
parasitados (54). Além disso, TNF-a induz a producdo de NO pelos macréfagos e a
expressdo de moléculas de adesdo no endotélio e em leucdcitos explicando, em

parte, outro mecanismo patologico da doenca, a citoadesao (53).

As citocinas pro-inflamatérias tém papel fundamental no controle da
parasitemia, mas também s&o responsaveis pela exacerbagdo da doenca. O papel
das citocinas anti-inflamatérias como o Fator de Transformacao de Crescimento beta
(TGF-B) e a IL-10, ao contrario, é regular as respostas protetoras potencialmente
danosas ao organismo assim que as parasitemias sdo mantidas sob controle (55,

56). Este delicado balanco entre resposta pro-inflamatoria e anti-inflamatoria parece
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ser um fator determinante no desfecho clinico da maléaria. Células T reguladoras
(Tregs), uma subpopulagdo de linfécitos T CD4'CD25'Foxp3® que atua na
supressdo da resposta imune, aparentemente também estdo implicadas nesse
processo de regulacdo. De fato, foram encontradas células expressando os
marcadores de células Tregs que estavam associadas ao aumento de TGF-p,
diminuicdo da producédo de citocinas pro-inflamatdrias e diminuicdo da resposta

imune antigeno-especifica na maléria (57-59).

Gametocito

dendritica @
' .
‘g&‘,_ o’ age Gy

2 L)
Macréfago Mondcito R A 3
Anticorpos

@ Célula o ’

Célula B

- ccag> @ @

CDh4 p R
3 Célula B de memoria

Célula de memoria

<@=m CDS+ C%)

CD8+ Adaptado de: Douradinha & Doolan, 2011 (60).

Figura 1.4: Resposta imune na fase eritrocitica. 1) diferentes tipos celulares apresentam
antigenos para as células T CD4. 2) células T CD4 auxiliam células B a produzirem
anticorpos. 3) producdo de anticorpos independente de células T. 4) células B se
diferenciam em uma populacdo de memoria. 5) anticorpos reconhecem antigenos
parasitarios na superficie de merozoitos ou de eritrécitos infectados e inibem o parasito
através de opsonizacao ou inibicdo celular dependente de células (ADCI).
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1.4 O Modelo Murino no Estudo da Malaria

A malaria murina ocorre naturalmente em roedores silvestres africanos e foi
adaptada para animais de laboratério logo ap6s a sua descoberta. A primeira
espécie de plasmoddio de roedores foi descrita por Vinckey em 1946 enquanto
estudava o conteudo estomacal de An. dureni. Dois anos mais tarde, o mesmo
parasito foi encontrado no sangue de roedores silvestres da espécie Grammomys
surdaster coletados no Congo, Africa. O sangue destes animais foi, entdo,
transferido para ratos brancos e se tornou a cepa K173 de P. berghei. Depois da
adaptacdo bem sucedida do parasito ao rato branco, outros roedores e anofelinos
foram testados e se mostraram suscetiveis a infec¢do, o que tornou possivel a
manutencao do ciclo em laboratério (61). Nos anos subsequentes 3 outras espécies
foram descobertas e adaptadas para estudo em laboratério: P. vinckei (1952), P.
chabaudi (1965) e P. yoelii (1965) (62-66).

Modelos murinos (Tabela 1.1) oferecem a oportunidade de desvendar
mecanismos imunoldgicos que podem estar envolvidos na doenca, uma vez que ha
similaridades entre a resposta imune e caracteristicas patologicas da infeccdo em
humanos e camundongos (56, 67, 68). Diferentes taxons de plasmodios murinos
causam em camundongos infec¢cdes com diferentes graus de patogenicidade. Além
disso, dentro de uma mesma espécie/cepa de plasmaodio, a patogenicidade varia de
acordo com a cepa e a linhagem de camundongo utilizada. Em relacéo a viruléncia,
alguns parasitos causam infeccao letal em todas as linhagens de camundongos;
outros sao letais apenas para determinadas linhagens; e ha ainda aqueles que nao
sdo letais em nenhuma linhagem de camundongo, desde que o animal seja
imunologicamente competente (62). As infeccfes ndao-letais geralmente sao
utilizadas em estudos que tem como objetivo desvendar a dindmica da patogénese e
dos mecanismos imunes e sua regulacdo. As espécies mais utilizadas com essa
finalidade sao P. yoelii e P. chabaudi (66, 69).

De maneira geral, nas infecgcbes nao letais os animais apresentam doenca
transitoria com anemia, emagrecimento, hipotermia, hipoglicemia e
hepatoesplenomegalia (62). Essas manifestacdes estdo possivelmente relacionadas
com o grau de parasitemia e a producdo de citocinas pela resposta imune do
hospedeiro (62). As infec¢cBes letais, ao contrario, cursam com um aumento rapido

da parasitemia e morte do animal devido a uma resposta imune inadequada, incapaz
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de controlar a replicagdo do parasito (70). Contudo, cabe ressaltar que, ha
diferengas entre a malaria humana e murina. Nos camundongos, a parasitemia é
muito maior do que aquela encontrada em seres humanos, mesmo nas infecgoes
humanas mais graves; a temperatura corporal tende a diminuir (hipotermia) ao inves
de aumentar; figado, pulmdo e tecido adiposo, além do cérebro, sdo locais
importantes de sequestro de hemacias parasitadas e/ou leucocitos (68). Além disso,
a infeccdo do animal é realizada, em sua grande maioria, por via intraperitoneal ou
intravenosa, nao ocorrendo a fase exoeritrocitica da infec¢cdo. Entretanto, cabe
ressaltar que nenhuma manifestacdo patoldégica é atribuida a essa fase no

hospedeiro vertebrado (5).
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Tabela 1.1: Infeccdo por plasmddios murinos em diferentes linhagens de

camundongos.
. Linhagem do . _
Parasito Cepa camundongo Letalidade Estudo experimental
P. berghei ANKA  BALB/c Letal Patogénese
C57BL/6 Malaria Cerebral Experimental (MCE)
CBA Sequestro
K173 CBA Letal Controle para MCE
BALB/c Patogénese
DBA
C57BL/6
P. yoelii 17XL CBA Letal Mecanismo Imune
BALB/c Patogénese
C57BL/6 Sequestro
DBA MCE
Suico
YM CBA Letal Vacina
BALB/c Patogénese
C57BL/6 Hipoglicemia
DBA
17XNL CBA N&o Letal Resposta Imune
BALB/c Patogénese
C57BL/6 Vacina
DBA
Quimioterapia
P. vinckei BALB/c Letal Mecanismo imune
vinckei Patogénese
Sinais Clinicos
Sequestro
P. vinckei CR C57BL/6 N&o Letal Mecanismo imune
petteri BALB/c
P.chabaudi AS CBA N&ao Letal Mecanismo imune
chabaudi C57BL/6 Sinais Clinicos
BALB/c Sequestro
129sv Letal Patogénese
AlJ Quimioterapia
DBA/2J Resisténcia e Suscetibilidade
Mecanismo imune
CB CBA Letal Mecanismo imune
C57BL/6
P. chabaudi BALB/c N&ao Letal Mecanismo imune
adami C57BL/6

Adaptado de Li et al., 2001 (67) & Li Jian et al., 2011 (71).
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1.4.1 Aspectos da Resposta Imune da Malaria Murina na Fase Eritrocitica

A maior parte dos avan¢os no entendimento da resposta imune a malaria foram
provenientes de estudos realizados em modelo murino. Avaliando as respostas
celulares envolvidas na resisténcia e na suscetibilidade as infeccbes em
camundongos, pode-se perceber a fungdo de dois subconjuntos de células T CD4"
auxiliadoras, Thl e Th2, durante a fase eritrocitica da malaria (70). As células Thl
sdo produtoras de IFN-y, IL-2 e TNF-a, citocinas essenciais para a ativacdo de
células efetoras como os macrofagos, que atuam mediando a eliminacdo de
parasitos, enquanto as células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 que
induzem a diferenciacdo de células B para a producgdo de anticorpos especificos e
inibem o desenvolvimento das células Th1(72). O equilibrio das citocinas produzidas
por essas células é importante na determinacdo do espectro clinico observado na
malaria. E interessante observar que as células T CD4"CD25"Foxp3", conhecidas
como reguladoras (Tregs), secretoras de IL-10 e TGFp, mostram-se capazes de
modular/inibir ativacdo de células CD4" e CD8" efetoras assim como das células
apresentadoras de antigenos (73-75), auxiliando no equilibrio entre protecédo e a

progressao da malaria murina.

Assim, em infeccbes experimentais de camundongos, a parasitemia €
aparentemente controlada primeiramente por mecanismos ndo dependentes de
anticorpos e depois por mecanismos dependentes de anticorpos, refletindo a
mudanca de resposta de perfil Thl para Th2 (72). Como exemplo, podemos citar as
infeccdes com diferentes cepas de P.yoelii. Quando é utilizada a cepa 17XNL, nédo
letal, as respostas Thl e Th2 sdo ativadas sucessivamente, ocorrendo um pico de
parasitemia entre o 10° e 15° dia de infecgcdo com uma resolucdo da infecgdo em
torno do 20° dia. No entanto, quando séo realizadas infec¢cdes com a cepa letal 17XL
a resposta Th2 é ativada predominantemente na fase inicial da infec¢cdo e as
parasitemias se tornam tao altas que o animal morre por volta do 8° dia de infecgao
(72).

Trabalhos em diferentes modelos murinos vém demonstrando que o controle
da infeccao requer uma resposta inicial de IFN-y (Thl) seguida de IL-10 (Th2) (76-
79). Assim, a dinamica da producdo de citocinas no camundongo determina a
suscetibilidade ou resisténcia do animal a determinados plasmodios. Nos estagios
iniciais das infec¢Ges nao-letais ocorre uma intensa producéo de IFN-y (75-77). Esta

citocina pode ser detectada no soro nos dias que antecedem o pico da parasitemia,
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mas seus niveis declinam em seguida. A producdo do IFN-y é regulada pela
secrecdo de IL-12 por macréfagos e células dendriticas que entraram em contato
com o parasito. IL-12 é a citocina que suporta a diferenciacdo de células T CD4"
virgens para o perfil Thl. O IFN-y € uma molécula pré-inflamatéria que atua
diretamente sobre macrofagos, levando-os a produzir radicais livres de oxigénio e
NO, que sdo moléculas capazes de inibir a proliferacdo do parasito. Os macrofagos
ativados pelo IFN-y comecam a produzir uma segunda citocina pré-inflamatoria que
esta associada ao controle da infecgdo, 0 TNF-a. A rapida producgédo de IL-12, IFN-y
e TNF-a controla a replicacdo exponencial do parasito durante o inicio da fase

sanguinea até que a resposta imune adaptativa seja formada (79-81).

O reconhecimento de antigenos pelas células B induz a producédo de IL-4 e a
polarizacédo para o perfil Th2 (82). Nesse momento, que coincide com o inicio da
gueda da parasitemia, comecam a ser detectados os primeiros anticorpos IgM e
IgG2a. As infec¢cdes ndo-letais sdo marcadas por aumento significativo de 1gG2a
seguido pelo aumento de IgG1l. Ja as infeccdes letais sdo caracterizadas pela
pequena producédo de IgG2a e morte do animal antes mesmo da producédo de IgG1
(83). A mudanca de classe de anticorpos citofilicos (IgG2a) para néo-citofilicos
(IgG1) é um processo dependente de IL-4, IL-5 e IL-6 produzidas por células Th2 e

por isso ocorre mais tardiamente (84, 85).

A resposta imune desencadeada durante a infeccdo maléarica € regulada por
duas citocinas, IL-10 e TGF-B. A IL-10 é uma citocina anti-inflamatoria produzida por
células Thl, Th2, Tregs, Trl (CD4'CD25'Foxp3) e macrofagos, que atua
principalmente sobre macrofagos ativados inibindo a secrecdo de mediadores
inflamatdrios e a apresentacdo de antigeno. Desta forma, ela inibe tanto a
proliferacdo quanto a sintese de citocinas nas células T CD4", incluindo a producdo
de IL-2 e IFN-y pelas células Thl e IL-4 e IL-5 pelas células Th2 (86). A
concentracéo elevada de IL-10 no inicio da infeccdo esta associada a inibicdo da
resposta pro-inflamatéria que resulta em aumento da parasitemia, anemia,
replicacdo incontrolada do parasito e morte do animal. Isso € o que acontece, por
exemplo, em infec¢cdes com a cepa letal de P. yoelii (17XL). Contudo, a deplecéo
total de IL-10 é prejudicial para o hospedeiro, pois a resposta inflamatéria excessiva
aumenta o risco de agravamento da doenca. Em infec¢cdes com a cepa néo letal de
P. yoelii (17XNL), IL-10 é produzida na fase final da doenca e passa a apresentar

um papel protetor j& que ndo interfere na resposta inflamatéria inicial que controla a
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replicacdo do parasito e evita que os danos teciduais por inflamacdo excessiva
ocorram (79, 86, 87). O TGF-B € uma citocina produzida por macréfagos, células NK,
células T e células B, que também tem propriedades anti-inflamatérias. Quando em
alta concentracdo essa citocina é capaz de inibir as funcdes efetoras de células T e
macrofagos e bloquear a diferenciacdo dos subconjuntos Thl e Th2 (88). Assim
como acontece com a IL-10, concentracfes muito altas no inicio da infeccdo levam
ao aumento da parasitemia e morte do animal, enquanto concentracées muito

baixas estao relacionadas ao desenvolvimento de imunopatologias (89-91).

1.5 Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios da familia
Trypanosomatidae e género Leishmania. O género € subdividido em 2 subgéneros,
Leishmania e Viannia que compreendem varias espécies distribuidas em diferentes
regides do Velho Mundo (Europa, Asia e Africa) e do Novo Mundo (Américas, do Sul
dos Estados Unidos a Argentina). Estima-se que 350 milhdes de pessoas vivam em
areas endémicas sob risco de infeccdo e que 2 milhdes de casos de leishmaniose
ocorram anualmente. A doenca é encontrada em 98 paises ou territérios, sendo a
maior parte dos casos registrados em paises em desenvolvimento como o Brasil. A
leishmaniose € a segunda causa de morte entre as doencas parasitarias, perdendo

apenas para a malaria, e é responsavel por cerca de 50 mil mortes por ano (92).

Os parasitos do género Leishmania sédo transmitidos através da picada de
dipteros da familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Apenas dois géneros
sdo importantes na transmissdo da doenca: Phlebotomus, no Velho Mundo, e
Lutzomya, no Novo Mundo. Os flebotomineos séo insetos que apresentam uma
ampla distribuicdo geografica, podendo ser encontrados sob diversas condi¢cbes
climaticas e altitudes. Seus habitos sdo crepusculares e pds-crepusculares e,
durante o dia, costumam ser encontrados em tocas de animais e em locais umidos e
com pouca luminosidade (92, 93). A leishmaniose visceral também pode ser
transmitida pelo compartilihamento de seringas entre usuarios de drogas, por
transfusdo sanguinea, da mée para o bebé durante a gestacdo ou pela relacdo

sexual, porém essas formas de transmissdo sdo bem menos comuns (94-96).
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As leishmanias podem infectar o homem e/ou outros animais domeésticos e
silvestres, sendo o ciclo de transmissdo de carater zoonGtico ou antroponoético. No
ciclo zoonotico, os animais domésticos e silvestres sdo considerados reservatorios
da doenca e sao responsaveis pela manutencédo e disseminacdo do parasito. Esse
padrao de transmisséo é encontrado tanto na América Latina como no Velho Mundo
e os fatores de risco para a doenca, nesse caso, sao urbanizacéo, devastacao de
florestas e migracdes da area rural para areas urbanas. Ja no ciclo antropondtico, o
ser humano é considerado a Unica fonte de infeccéo para o vetor flebotomineo. Este
padrao esta restrito ao Velho Mundo onde as migracdes de areas rurais para areas
urbanas e entre paises fronteiricos sdo os principais fatores de risco para a
transmisséo da doenca (97).

Sob a denominagdo de leishmaniose encontramos doengas com um amplo
espectro clinico que, dependendo da espécie do parasita e da resposta imune do
hospedeiro, podem ser classificadas como: tegumentares, que causam lesdes na
pele ou mucosas, e viscerais, potencialmente fatais e caracterizadas pelo
parasitismo de 6rgdos internos ricos em fagocitos mononucleares. A leishmaniose
visceral (ou calazar) é a forma mais grave da doenca, sendo causada por espécies
de leishmanias que possuem tropismo por fagocitos mononucleares localizados no
baco, figado, medula 6ssea e linfonodos. Os principais sintomas sao febre irregular
e prolongada, hepatoesplenomegalia, anemia e, na fase terminal, caquexia (98).
Devido as diferencas de distribuicdo geografica, epidemiologia e apresentacéo
clinica, as leishmanioses tegumentares ou cutaneas (LC) sdo classificadas em
Leishmaniose Tegumentar do Velho Mundo e Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA) (99). A forma tegumentar no velho mundo, causada principalmente pela
Leishmania major, consiste em uma infec¢cao geralmente benigna, na qual a doenca
humana cursa com o desenvolvimento de uma lesdo cutanea Unica, frequentemente
de cura espontanea, levando geralmente ao desenvolvimento de uma imunidade
protetora de longa duracdo. Ja a LTA apresenta um amplo espectro de
manifestacdes clinicas, variando desde lesbes cutaneas pequenas, ulceradas ou
ndo, autolimitadas e com tendéncia a cura espontanea (leishmaniose cutanea
localizada, LCL) até quadros de lesBes graves, crbnicas e desfigurantes, que
caracterizam a leishmaniose cutanea difusa (LCD) e a leishmaniose mucosa (LM)

gue sao formas clinicas graves e de dificil tratamento (Tabela 1.2) (100-102).
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A maioria dos casos clinicos de LTA envolve a forma cutanea localizada da
doenca. A leséo tipica, e mais comumente encontrada, € uma Ulcera cutanea com
borda elevada em moldura, fundo avermelhado e com granulagbes grosseiras,
podendo ou ndo ser acompanhada de linfadenopatia regional ou linfangite patente
(102). Essa leséo surge no local onde ocorreu a picada do flebotomineo infectado e
evolui da seguinte maneira: primeiro, se forma uma pépula eritematosa que se torna
firme e que, em seguida, sofre ulceracdo. Os pacientes com essa forma clinica
respondem bem ao tratamento especifico, porém, quando néo tratados, apresentam
tendéncia a cura espontanea apos meses de evolucdo (102). A LC Disseminada é
uma forma mais rara da doenca e € caracterizada pelo aparecimento de varias
lesbes papulosas, ulceradas ou acneiformes distribuidas pelo corpo. Ela se inicia
com uma ou varias lesdes localizadas com as caracteristicas classicas de Ulceras
com fundo granulomatoso e bordas elevadas. Pouco tempo depois, ocorre
disseminacgdo do parasito por via linfatica ou pela circulacdo sanguinea para outras
regides do corpo. Comecam, entdo, a aparecer Ulceras em locais distantes e néo
relacionados com o local da picada do vetor (102). Essa forma clinica ocorre
frequentemente em pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia humana

(HIV) e esta relacionada a determinadas espécies de leishmania (103, 104).

Uma proporcédo relativamente pequena de pacientes desenvolve a LM,
enquanto alguns raros pacientes desenvolvem a LCD (105). Estas duas ultimas
formas representam o grande desafio clinico e terapéutico da LTA. A LM geralmente
ocasionada pela infeccdo com Leishmania braziliensis tem como caracteristica
principal lesdes destrutivas localizadas na mucosa das vias areas superiores. Essas
lesdes associadas a intensa resposta inflamatoria tém como consequéncia mais
grave a deformacéo e a mutilacdo da face. Normalmente as lesdes se localizam na
mucosa do nariz (90% dos casos), mas labio, palato, boca, faringe e laringe também
podem ser afetados, assim como as orelhas (101). A maioria dos casos de LM séo
secundarios a lesdo cutanea. Acredita-se que a disseminacdo da pele para as
mucosas ocorra através da circulacado sanguinea ou pelo sistema linfatico e, menos
frequentemente, pelo contato entre a lesédo cutidnea e a mucosa quando essas estéo
em proximidade. Outra possibilidade € que a LM ocorra de forma primaria quando a
picada do inseto vetor se da diretamente na mucosa afetada (102). Essa forma
clinica de LTA é causada pela Leishmania amazonensis e geralmente se inicia com
les&o Unica que nao responde ao tratamento e que depois evolui para a formacgéo de

placas e nédulos nao ulcerados que se espalham por todo o corpo (102, 106).
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Tabela 1.2: Principais espécies de Leishmania causadoras de doen¢ca humana.

Localizacdo Subgénero Espécie Apresentacdao Clinica

. donovani Leishmaniose visceral

. infantum

. major Leishmaniose cutanea

. tropica

. aethiopica

. aethiopica Leishmaniose cutanea difusa

. aethiopica Leishmaniose cutanea disseminada
. infantum Leishmaniose visceral

. infantum Leishmaniose cutanea

. mexicana

Velho Mundo Leishmania L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L. pifanoi
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L

Novo Mundo Leishmania

. amazonensis
. mexicana Leishmaniose cutanea difusa
. amazonensis
. mexicana Leishmaniose cutadnea disseminada
. amazonensis
. braziliensis Leishmaniose cutdnea
. guyanensis
. panamensis
. peruviana
. braziliensis Leishmaniose cutadnea disseminada
. braziliensis Leishmaniose mucosa

L. panamensis

Adaptado de Kaye & Scott, 2011 (100) e Bafiuls et al., 2011(101).

Viannia

1.5.1 Leishmaniose Tegumentar no Velho Mundo

A apresentacao clinica das leishmanioses tegumentares do Velho Mundo varia
entre e dentro das regides, refletindo as diferencas entre as espécies dos parasitos e
o ciclo de transmisséo envolvido. A leishmaniose tegumentar do Velho Mundo é
causada por trés espécies de Leishmania: L. tropica, L. major e L. aethiopica. A
forma localizada de LC com cura espontanea apds meses ou anos € a forma clinica
mais comum. Contudo, qualquer uma das trés espécies pode causar LM. Infeccdes
com L. major e L. tropica podem causar lesdes mucosas na boca e laringe em
pessoas idosas ou com alguma forma de imunossupressdao menor. A LCD é
causada por L. aethiopica e é caracterizada pela presenca de lesdes ndo-ulceradas
espalhadas pelo corpo que ndo curam espontaneamente. A forma difusa também

pode ser causada pelas outras espécies de Leishmania quando o individuo
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apresenta imunossupressao significativa como, por exemplo, em pacientes

coinfectados com HIV ou transplantados (92, 107).

1.5.2 Leishmaniose Tegumentar Americana

Nas Américas € encontrada uma variedade maior de apresentacdes clinicas da
leishmaniose tegumentar devido ao maior nimero de espécies presentes no
continente. Ao todo, ja foram identificadas 11 espécies de Leishmania dermotropicas
causadoras de doencas no ser humano. As manifestacdes clinicas incluem as
formas localizadas, disseminadas, difusas e atipicas de LC e LM, além da forma
assintomatica. A forma localizada de LC é causada por varias espécies dos dois
subgéneros, Leishmania e Viannia, e a prevaléncia da doenca varia de regido para
regido das Américas. O envolvimento linfatico com linfadenopatia e linfangite
geralmente esta relacionado as espécies do subgénero Viannia. As lesdes causadas
por L. mexicana costumam curar espontaneamente apos 3-4 meses, enquanto as
lesGes causadas por L. braziliensis, L.panamensis, L. guyanensis e L. peruviana
curam apds 6 meses na auséncia de tratamento especifico. A LCD esta associada
as espécies L. mexicana e L. amazonensis, havendo um foco importante na
Republica Dominicana. Finalmente, A LC disseminada € determinada pelas espécies
L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis e L. amazonensis. Ja a LM é causada
por apenas duas espécies, L. braziliensis e L. panamensis, sendo a maioria dos

casos registrados no Brasil, Bolivia e Peru (92).

1.5.3 Leishmaniose Tegumentar Americana no Brasil

No Brasil, sete espécies foram identificadas como agentes etioldgicos das
leishmanioses tegumentares: L. braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis, L.
lainsoni, L. naiffi, L. lindenderg e L. shawi, sendo as trés primeiras as mais
prevalentes. L. braziliensis é encontrada em todos os estados do territorio brasileiro
e foi a primeira espécie descrita e incriminada como agente etiologico da LTA. A
principal complicacdo a ela atribuida é a forma mucosa da doenca. L. amazonensis
€ encontrada em florestas primarias e secundarias da Amazonia Legal e em alguns
estados da regido Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Sul. Normalmente, essa

espécie causa Ulceras cutaneas localizadas, mas ocasionalmente, alguns individuos
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podem desenvolver a forma difusa da doenca. L. guyanensis esté distribuida em
alguns estados da regido Norte, sendo encontrada, principalmente, em &reas de
floresta que ndo alagam no periodo de chuvas. As lesbes sdo localizadas e
raramente ha comprometimento de mucosas. As espécies L. lainsoni, L. naiffi, L.
lindenderg e L. shawi foram identificadas mais recentemente em estados do Norte e

Nordeste e tem menor importancia epidemioldgica (Figura 1.7) (102).

. L. (V.) braziliensis
D L. (V.) lainsoni

L. (V.) naiffi

[ L. (v.)shawi

B L. (V) guyanensis
[7] L. (L.) amazonensis

/
/
. L. (V. lindenberg 4\"\\0;

Fonte: Ministério da Saude, 2007 (102)

Figura 1.5: Distribuicdo de espécies de Leishmania responsaveis pela transmissédo de
LTA no Brasil.

O Brasil € um dos paises que concentram o0 maior numero de casos de LC e
LM no mundo (108). Em 2010, foram registrados 23.493 casos e no ano de 2009,
23.318 casos (109). Nas ultimas décadas, foi observada uma expansao geografica
das areas endémicas para leishmaniose e urbanizacdo da doenca. Foram
identificados trés padroes epidemioldégicos da doenca no Brasil: silvestre,
ocupacional/lazer e rural/periurbano. No primeiro, a transmissao ocorre em area de
vegetacdo primaria quando o homem adentra areas de floresta onde o ciclo é
mantido em animais silvestres. O padrao ocupacional ou de lazer esta associado a
exploracdo desordenada da floresta com finalidades econémicas como extracéo de

madeira, construcdo de usinas hidrelétricas, empreendimentos agropecuarios ou
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ecoturismo. O ultimo padréo, rural ou periurbano, ocorre quando as populacdes se
instalam proximas as matas secundarias ou residuais em areas de colonizagéo

recente onde houve adaptacgéo do inseto vetor ao peridomicilio (102).

1.6 Ciclo Evolutivo das Leishmaéanias

O ciclo biologico das leishméanias € heteroxeno e relativamente simples. O
parasito se apresenta sob duas formas evolutivas: a forma flagelada denominada
promastigota encontrada no inseto vetor e a forma amastigota desprovida de flagelo
e encontrada no interior de células fagociticas mononucleares do hospedeiro

vertebrado.

O ciclo se inicia quando flebotomineos fémeas infectados regurgitam as formas
promastigotas metaciclicas na derme do hospedeiro vertebrado durante o repasto
sanguineo. A peca bucal do inseto dilacera o tecido e os vasos superficiais da pele
do hospedeiro, formando um pequeno hematoma onde as promastigotas Sao
introduzidas. Na pele, o parasito entra em contato com as células residentes, isto &,
macrofagos, queratindcitos e células de Langerhans. As promastigotas que entram
em contato com o sangue ativam a cascata do complemento e séo recobertas pela
proteina do complemento 3 (C3). Os parasitos sdo, entdo, imediatamente
fagocitados por macréfagos através de um mecanismo dependente dos receptores
de complemento (CR) 1 e 3 que se ligam as fracbes C3b e C3bi, respectivamente
(110). Esse mecanismo de entrada é importante porque ndo ativa 0 mecanismo
denominado de exploséo respiratéria no qual sdo produzidas espécies reativas do
oXxigénio e nitrogénio que sao nocivas para o parasito (111). Outros receptores
presentes na membrana do macrofago também participam do processo de
internalizacdo do parasito como, por exemplo, o receptor de manose-fucose, 0s
receptores de fracdo Fc dos anticorpos, os receptores de fibronectina, entre outros
(111, 112).

As leishmanias sao internalizadas em fagossomos que em seguida se fundem
com lisossomos e endossomos e dao origem aos fagolisossomos ou vacuolos
parasitéforos. Esses vacuolos apresentam morfologia diferente de acordo com a
espécie de leishméania envolvida na infec¢do. Alguns sédo grandes e possuem varios
parasitos como os de L. amazonensis e os de L. mexicana, outros sdo pequenos e

contém um Unico parasito como os de L. major e L. donovani. Apesar disso, 0s
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vacuolos parasitoforos possuem caracteristicas em comum. Todos sé&o
compartimentos acidos que contém enzimas lisossomais e sdo envolvidos por uma
membrana rica em proteinas lisossomais/endossomais tardias - rab7p, macrosialina,
proteina associada & membrana do lisossomo 1 (LAMP-1), LAMP-2 e H" ATPase
vacuolar - e moléculas apresentadoras de antigenos (MHC de classe Il e H-2M). E
nesse local que o parasito se instala e se transforma em amastigota (113). As
formas amastigotas se multiplicam no interior do vacuolo parasitéforo até que a
célula se rompa. Os parasitos liberados sdo, em seguida, fagocitados por outros

macrofagos dando continuidade a infeccéao.

Os flebotomineos, ao se alimentarem do sangue de hospedeiros vertebrados
infectados, ingerem macrofagos e mondcitos contendo amastigotas. As amastigotas
sdo liberadas no intestino do vetor e se desenvolvem primeiramente em
promastigotas prociclicas, que sao formas que apresentam um pequeno flagelo e
que sdo capazes de se dividir. As promastigotas prociclicas se transformam em
nectomonadas, que sdo formas maiores do parasito capazes de escapar da matriz
peritrofica e se aderirem nas células epiteliais do intestino médio através do flagelo.
As formas nectoménadas se transformam em formas leptoménadas que iniciam o
segundo ciclo de replicacdo do parasito. Na vélvula do intestino anterior, mais duas
formas de promastigotas sdo encontradas: as haptoménadas e as metaciclicas. As
formas haptomoénadas sao parasitos em forma de folha que possuem flagelos curtos
e gue funcionam como ponte para outros parasitos e a valvula do intestino anterior
ou estomodeu. As promastigotas metaciclicas sdo as formas infectantes para o
hospedeiro vertebrado e se desenvolvem a partir das leptomonadas. Essas formas
sdo menores e mais delgadas que as demais e possuem flagelo longo que permite
que o parasito tenha grande mobilidade. A obstrucdo e a destruicdo da valvula do
estomodeu pelos parasitos faz com que o sangue ingerido pelo flebotomineo seja
regurgitado, carregando as formas promastigotas metaciclicas para um novo
hospedeiro vertebrado (114-116).
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Adaptado de: Lipoldova & Demant, 2006 (117)

Figura 1.6: Ciclo biol6gico de Leishmania spp. 1) flebotomineos infectados transmitem as
formas promastigotas para o hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo. 2) as
promastigotas sédo fagocitadas pelos macréfagos, se transformam em amastigotas e
comecgam a se multiplicar no interior do vacuolo parasitéforo. 3) os macrofagos parasitados
se rompem e as amastigotas liberadas infectam outras células. 4) flebotomineos fémeas
ingerem macrofagos infectados durante o repasto sanguineo. 5) as amastigotas séo
liberadas no intestino do inseto e se desenvolvem até promastigota metaciclica, a forma
infectante para o homem, animais domeésticos e animais silvestres.

1.7 Resposta Imune na Leishmaniose

O estabelecimento de uma infeccdo primaria e o desenvolvimento de
manifestacfes clinicas na leishmaniose é dependente de fatores do parasito, do
hospedeiro, do vetor, da dose, da forma de inoculacdo e da manutencdo de um
estado ndo reativo nos macrofagos. No que diz respeito ao hospedeiro, uma
resposta imune adequada que envolva mecanismos da imunidade inata e adaptativa

é fundamental para o controle da doenca.

Logo ap6s a inoculacdo dos parasitos pelo inseto vetor, as promastigotas
metaciclicas precisam sobreviver aos mecanismos inatos de defesa do hospedeiro.
Os parasitos entram em contato, primeiramente, com as proteinas do sistema
complemento do sangue do hospedeiro e s&o rapidamente fagocitadas por
macrofagos encontrados na derme através de CR1 e CR3 (110). Os macrofagos
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infectados tém seus mecanismos de destruicdo de patdégenos intracelulares
subvertidos pelas leishméanias e sdo incapazes de eliminar os parasitos. Além disso,
macréfagos infectados por leishmania ndo produzem IL-12 que é um estimulo
importante para a diferenciacdo da populacao de células Thl (118, 119). No entanto,
continuam sendo capazes de produzir outras citocinas inflamatorias que nao a IL-12
(119). Essas citocinas promovem o0 recrutamento de neutrdéfilos, eosindfilos e
mondcitos para o local da infec¢do, onde se instala uma resposta inflamatéria que
resulta no aparecimento da lesédo (120). O dano tecidual e a saliva do inseto vetor
também sao fatores que promovem a migracao de leucocitos para a regiao afetada

(121).

Os neutrofilos sdo as primeiras células a chegarem ao local de infec¢do. Eles
atuam na eliminacdo do parasito por meio da fagocitose, liberacdo de redes fibrosas
gue se aderem ao parasito e por cooperacdo com macrofagos (121). Apesar dos
neutréfilos serem células especializadas na destruicdo de micro-organismos,
estudos recentes mostraram que as leishmanias sédo capazes de sobreviver em seu
interior. Quando os neutroéfilos infectados entram em apoptose eles séo fagocitados
por macrofagos, sem que haja ativacdo deste Ultimo, fazendo com que as
leishméanias sejam transferidas para suas células alvo de forma silenciosa (122).
Além disso, o parasito também é capaz de deixar o neutréfilo momentos antes da
fagocitose e, em seguida, infectar macréfagos nao-ativados envolvidos na remocao
dos corpos apoptoticos (123). A infeccdo de macréfagos por parasitos viaveis
através de neutrofilos apoptéticos parece ser um mecanismo importante para a
manutencdo da infeccdo num primeiro momento, contudo a deplecédo de neutrdéfilos
mostra-se prejudicial para o hospedeiro e ressalta a importancia dessas células no

controle da infeccéo (124).

No decorrer dos dias é observada a migracdo mais intensa de mondcitos para
o local da infecgédo. Na pele, eles se diferenciam em células dendriticas da derme e
podem eventualmente fagocitar amastigotas liberadas pela lise dos macrofagos
(125). As amastigotas também podem ser fagocitadas pelas células de Langerhans
presentes na pele do hospedeiro. Depois da fagocitose, os dois tipos celulares
migram para os linfonodos de drenagem. Até pouco tempo, acreditava-se que as
células de Langerhans eram as responsaveis pela apresentacdo de antigenos a
linfécitos T nos linfonodos. Contudo, trabalhos mais recentes mostraram que as
células dendriticas dérmicas, é que exercem essa funcéo. As células de Langerhans

42



infectadas teriam funcdo regulatoria e estariam envolvidas na persisténcia do
parasito (126, 127).

As células dendriticas que chegam aos linfonodos de drenagem tém papel
fundamental no desenvolvimento da resposta imune celular. Elas sdo capazes de
iniciar a ativagdo de células T CD4" e CD8" e de conferir a polarizagdo para a
resposta Thl ou Th2 (120). Esta habilidade de induzir um ou outro tipo de resposta
irA depender do ambiente encontrado na periferia no momento que a célula esteve
em contato com o antigeno (128). Em estudos com diferentes linhagens de
camundongos infectados com L. major, foi observado que a resposta do tipo Thl
leva a cura enquanto a resposta do tipo Th2 contribui para a progressédo da doenca
(129). A polarizagédo e a manutencao do perfil Thl é determinado pela producdo de
IL-12 por células dendriticas ativadas que migram até os linfonodos (130-132). As
células T CD4" do tipo 1 sdo produtoras de IFN-y e TNF-a. Estas citocinas sdo
classificadas como protetoras porque contribuem para a eliminacdo do parasito
através da ativacdo de macrofagos. Além das células Thl, outra fonte importante de
IFN-y para a ativacdo dos macréfagos sao as células NK (133). O interessante € que
a producéo de IFN-y nessas células é parcialmente dependente do estimulo de IL-12
secretada pelas células dendriticas e de IL-2 produzida pelas células T CDA4",
demonstrando que ha uma interacao entre a resposta imune inata e adaptativa na
leishmaniose (134). Quando ocorre polarizacédo para o perfil Th2, as células T CD4"
secretam IL-4. Esta citocina induz regulacdo negativa da expresséo do receptor para
IL-12 em células Thl, levando a reducdo na produgdo de IFN-y e um padrdo de
resposta Th2. Outras citocinas como IL-10, IL-13 e TGF- também contribuem para
a progressao da infeccéo (135-137). Deve ser destacado, no entanto, que a resposta
imune celular € complexa e que células com fendtipo Thl e Th2 podem ser
encontradas simultaneamente (138). O que determina, portanto, a caracterizacao de

um perfil Thl ou Th2 é a predominancia de um tipo celular em relagéo ao outro.

Outra populacéo de células T CD4" que esta relacionada com suscetibilidade a
infecc@o sdo as células Tregs. Essas células sdo encontradas com uma frequéncia
relativamente alta na pele em condicdes normais e tém a funcdo de limitar a
resposta imune que ocorre neste tecido que é constantemente exposto a diferentes
antigenos (139, 140). Elas sdo importantes durante a fase efetora da resposta a
leishmaniose prevenindo o dano tecidual excessivo, mas também contribuem

indiretamente para a sobrevivéncia do parasito. A atividade supressora das células
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Tregs € atribuida a secrecdo de IL-10. A principal funcdo desta citocina é limitar a
resposta imune através da inativacdo de macrofagos e células dendriticas com
consequente inibicdo da secrec¢do de citocinas pro-inflamatorias (141). A inibicdo da
secrecdo de IL-12, por exemplo, limita o desenvolvimento da resposta Thl que é
importante para a eliminacdo dos parasitos. De fato, as células Tregs sao
encontradas com maior frequéncia em pacientes que apresentam lesdes crbnicas ou

as formas mais graves da doenca (142, 143).

Estudos em camundongos identificaram um terceiro subconjunto de células T
CD4" efetoras, as células Thl7. Elas s&o células T auxiliadoras pro-inflamatérias
que produzem a citocina IL-17. Esta citocina € responséavel pelo recrutamento,
migracado e ativacdo de neutrdfilos. Acredita-se que a IL-17 participe de mecanismos
de protecdo de epitélios contra bactérias extracelulares e fungos, mas que também
esteja envolvida com dano tecidual em doencas inflamatorias imunomediadas (144).
Na leishmaniose experimental, as células Thl7 foram associadas a destruicdo
tecidual, pois camundongos deficientes para a citocina apresentam lesées menores
e com menos neutréfilos em comparacdo as lesbes de camundongos normais.
Adicionalmente, niveis elevados de IL-17 nao conferiram diminuicdo da carga
parasitaria (145). O papel das células Thl7 e dos neutréfilos no dano tecidual
também vem sendo demonstrado na leishmaniose tegumentar humana, na qual
essas células foram associadas a patogénese da forma mucosa da doenca (146,

147).

O papel dos linfécitos T CD8™ no controle da leishmaniose ainda ndo esta bem
definido, mas estudos em humanos e camundongos mostraram que essas células
sdo importantes no controle da infeccdo (148-151). Acredita-se que elas atuem
através da producéo de citocinas ou por atividade citotoxica. Em estudos in vitro com
células mononucleares do sangue periférico de humanos que foram expostas ao
parasito foi demonstrada a producdo de IFN-y por células T CD8", favorecendo uma
resposta protetora com perfil Thl (152). Também foi observada uma pequena
producdo de IL-10 que aparentemente regula os efeitos pro-inflamatorios do IFN-
v (153). A citotoxicidade, ao contrario, seria um mecanismo que atuaria diretamente
sobre os macroéfagos infectados levando-os a lise, mas que poderia causar algum
grau de dano tecidual que contribui para o aparecimento e evolucdo das lesdes
(154-157).
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1.8 Modelo Murino no Estudo da Leishmaniose

A utilizacdo de modelos murinos no estudo da leishmaniose é de fundamental
importancia, pois permite que diferentes aspectos do ciclo biolégico, do processo de
infeccdo e da interacdo parasito-vetor sejam observados sob condi¢des controladas.
A maioria dos casos de leishmaniose tem origem zoonética e, muitas vezes, 0s
reservatorios naturais da doenca sao roedores encontrados em desertos, savanas
ou florestas. Este fato tornou a adaptacdo de roedores de laboratérios como
modelos experimentais para o estudo da leishmaniose algo relativamente facil para
a maioria das espécies de Leishmania. Mesmo as espécies antroponéticas (como L.
donovani e L. tropica) ou aguelas em que 0s animais reservatorios nao sao roedores
(L. infantum e L. chagasi) puderam ser empregadas em estudos com animais de
laboratorio, desde que altas doses ou inoculos sistémicos do parasito fossem
utilizados (158).

O modelo murino reproduz muitos aspectos das leishmanioses encontradas no
Velho e no Novo Mundo. Os padrbes produzidos durante a infeccdo experimental
dependem da linhagem de camundongo, da espécie de leishménia, do nimero de
parasitos e da via de inoculagédo (Tabela 1.3) (129, 159). Assim, 0s animais podem
ser resistentes ou suscetiveis a infeccdo dependendo das condi¢cbes experimentais,
0 que o0s torna excelentes modelos para o estudo das diversas manifestacbes
clinicas que ocorrem nas doencas humanas. Apesar dos beneficios, os modelos
murinos para estudo das leishmanioses humanas tém algumas limitagbes. A
primeira delas € a variagcdo genética existente na populacdo humana que nédo é
reproduzida nas linhagens de camundongos isogénicas. Também ndo existem
modelos murinos para a leishmaniose mucosa e o0os modelos existentes para
leishmaniose visceral ndo reproduzem todos os aspectos da infec¢do natural, visto
gue o0s parasitos sdo inoculados em grande numero por via subcutanea ou
intravenosa e a infeccdo determinada pela picada do flebotomineo ocorre

inicialmente na pele (160).
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Tabela 1.3: Infeccdo experimental com Leishmania sp. em diferentes linhagens

de camundongos.

Linhagem de

Espécie Via de infeccgao Evolucéo
camundongo

L. major Subcutanea BALB/c Progressiva
DBA/1 Croénica
DBA/2
CBA Cura
C3H
A/l
C57BL

L. mexicana Subcutanea BALB/c Progressiva
DBA/2 Sem lesao
C3H Croénica
C57BL
A/l Cura

L. amazonensis Subcuténea BALB/c Croénica
C57BL/10

L. braziliensis Subcutanea BALB/c Sem lesao

Intradérmica BALB/c Cura

Adaptado de Sacks DL et.al., 2001 (158).

No estudo da leishmaniose cutanea, trés modelos de infeccdo podem ser
utilizados de acordo com o local em que € realizado o in6culo: pata, base da cauda
ou orelha (Figura 1.9). Os modelos de infec¢cdo na pata traseira e na base da cauda
foram os primeiros a serem utilizados. Neles, o nUmero de parasitos inoculados varia
de 10° a 10’ e a via é subcutanea. O modelo de infeccéo na orelha é mais recente e
tem como vantagem o fato de reproduzir melhor a infeccéo natural pelo inseto vetor
porque sdo utilizadas doses menores do parasito (10° a 10°) e a via é intradérmica
(161, 162). A resisténcia a infeccdo nesses modelos é avaliada pela capacidade do
animal controlar o crescimento da lesdo, controlar o nimero de parasitos e montar

uma resposta imune protetora.
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Foto: Rodrigo Méxas, 2011 Fonte: Sakthianandeswaren et al., 2009 (160)

Figura 1.7: Leishmaniose cutanea experimental em camundongos. (A) Infeccdo na pata;
(B) Infeccdo na base da cauda; e (C) Infec¢cédo na orelha.

A infeccédo subcutanea com L. major em camundongos é o modelo de infeccéo
mais bem estudado. Nele, sdo empregadas altas doses de parasito e o0 in6culo é
realizado na pata ou na base da cauda. Determinadas linhagens de camundongos,
como BALB/c e SWR/J, ndo sdo capazes de controlar a infeccdo e desenvolvem
lesbes progressivas e doenca sistémica. Esses camundongos séo utilizados como
modelos de infec¢cdes humanas que n&o curam, como o calazar e a forma difusa de
leishmaniose tegumentar, e que estdo associadas a outras espécies de Leishmania
(163). A maioria das linhagens de camundongos (C57BL/6, C57BL/10, B10.D2, C3H,
A/J, DBA/1, AKR, CBA e NZB), no entanto, apresentam lesdes cutaneas localizadas
que curam espontaneamente (163, 164). Além disso, esses animais nhao
desenvolvem novas les6es quando sao inoculados pela segunda vez com o0 mesmo
parasito (164).

Modelos experimentais com inoculacédo subcutanea de L. braziliensis também
foram desenvolvidos. Em camundongos a infeccdo subcutanea nao resulta em
infeccdo ou apresenta apenas em pequenos inchacos que logo em seguida
desaparecem (129). Essa dificuldade também ocorre com outras espécies do
subgénero Viannia (L. panamensis e L. guyanensis) e, por esse motivo, outro roedor
de laborat6rio mais suscetivel € utilizado como modelo experimental para esses
parasitos. O hamster da espécie Mesocricetus auratus quando infectado com
Leishmania (Viannia) spp. apresenta lesdes com evolugdo rapida que, sob
determinadas condi¢cdes experimentais, podem se disseminar. Essa caracteristica
de evolucdo répida das lesdes faz com que esses animais sejam utilizados com
frequéncia no isolamento de leishmanias a partir de amostras de campo (129). Uma

alternativa ao uso de hamsters € a utilizacdo do modelo de infeccao intradérmica na
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orelha. Camundongos da linhagem BALB/c, ao serem infectados por essa via,
desenvolvem lesdes ulceradas que curam espontaneamente. A importancia deste
modelo no estudo da leishmaniose humana esta no fato do desfecho clinico nos
animais ser semelhante ao observado nos seres humanos, principalmente em
relacdo ao aparecimento de Ulceras na leséao, persisténcia do parasito e resposta
imune (162).

1.8.1 Aspectos da Resposta Imune a Leishmaniose no Modelo Murino

O modelo murino de infeccdo com L. major foi o primeiro a demonstrar de
forma direta a relevancia do balanco entre a resposta do tipo Thl e Th2 na evolucéo
da doenca. A predisposicdo genética a suscetibilidade ou resisténcia em
camundongos esté relacionada com a producao de IL-4, que induz a resposta Th2
prejudicial ao hospedeiro, ou a producéo de IL-12 e IFN-y da resposta Thl, que

determina o controle do numero de parasitos e a cura (163).

Em camundongos BALB/c infectados com L. major foi observada uma maior
frequéncia de resposta inicial de células T CD4" secretoras de IL-4 em funcéo da
ligacdo ao antigeno de Leishmania homdlogo a receptores de quinase C ativada
(LACK) (165-168). Para verificar se a producdo inicial de IL-4 era a responsavel pela
suscetibilidade desses animais foram realizados experimentos com camundongos
de backgrounds de resisténcia transgénicos que expressavam constitutivamente
essa citocina. Foi entdo observado que esses animais eram capazes de desenvolver
uma resposta Thl mesmo na presenca de IL-4, mas ndo eram capazes de controlar
a infecgéo (169, 170) provavelmente porque as citocinas Th2 inibem a ativagéo dos
macrofagos e predominam sobre os efeitos da resposta Thl (163). Portanto, a
habilidade de redirecionar a resposta Th2 inicial para a resposta Thl é que parece
estar mais envolvida com resisténcia a infec¢do. De fato, a producédo de IL-12 ocorre
mais tardiamente nos animais resistentes e camundongos BALB/c apresentam

deficiéncias na produgéo/atividade desta citocina (163).

A resposta Th2 sustentada pelo antigeno LACK no modelo de infec¢do por L.
major em camundongo BALB/c parece ser responsavel pela suscetibilidade desses
animais. Contudo, IL-4 ndo é o Uunico fator envolvido no direcionamento para uma

resposta deletéria, ja que animais deficientes para essa citocina continuam sendo
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suscetiveis (171). As citocinas IL-13, IL-10 e TGF-B também s&o importantes nesse
processo a medida que sustentam a inibicdo do desenvolvimento da resposta Thl
(163).

Camundongos resistentes a infeccdo com L. major apresentam resposta imune
especifica mediada por células Thl. O desenvolvimento da resposta Thl é mediado
e mantido pela secrecdo de IL-12 (132, 172). Aparentemente a producdo continuada
dessa citocina € importante para a prevencdo da diferenciacdo de células
precursoras ndo-comprometidas (ThO) em células Th2, porque as condi¢cdes que
promovem a resposta inicial Th2 no momento da infecgdo podem ser re-
estabelecidas a qualguer momento em que haja deplegdo de IL-12 (173). A
producdo de IL-12 é sustentada por células dendriticas (120), jA que macrofagos

infectados com Leishmania sp. sdo incapazes de produzir a citocina (118, 119).

As células NK sdo componentes adicionais no desenvolvimento da resposta
Thl. Essas células do sistema imune inato sdo produtoras de IFN-y que, por sua
vez, otimiza a produgcdo de IL-12 pelas células dendriticas e a expressdo de
receptores de IL-12 nas células T ativadas (163). A elevada producédo de IFN-y é
caracteristica da resposta Thl, sendo essencial para o controle da infeccéo por L.
major nos camundongos resistentes (174). O IFN-y é a principal citocina efetora da
morte de amastigotas intracelulares de acordo com observacdes in vivo e in vitro
(175, 176). Macrofagos ativados por essa citocina mostram aumento da enzima
oxido nitrico sintase induzida (iNOS) com producdo de NO e radicais reativos do
oxigénio que levam a morte do parasito. Aléem do IFN-y, TNF-a, que € outra citocina
da resposta Th1l, atua na eliminacé&o dos parasitos. Foi verificado que IFN-y e TNF-a
possuem acdo sinérgica e sdo as duas citocinas responséaveis pelo controle e
eliminacdo das amastigotas intracelulares, pois doses subétimas de cada uma em

associagao levaram a producgéo de NO e morte dos parasitos (177).

Os estudos com infeccdo experimental por L. braziliensis sdo mais escassos
devido as dificuldades de cultivo in vitro do parasito e a resisténcia da maioria das
linhagens de camundongo a infec¢cdo. No modelo de infec¢cdo subcutanea, as
linhagens C3H/HeJ, C57BL/6 e CBA/CaJ ndo mostraram nenhuma evidéncia de
infecgdo enquanto as linhagens AKR/J e CBA/J apresentaram um edema pequeno e
de curta durac&do quando os parasitas foram injetados no focinho dos animais. Ja as
linhagens SWR/J, C57L/J, A/J, A/HeJ e DBA/1J, desenvolveram pequenos ndédulos
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que curaram espontaneamente. A linhagem de camundongos BALB/c foi
considerada a mais suscetivel a infeccdo apesar dos animais ndo desenvolverem

lesGes graves e de longa duracéo (178).

O controle da infecgcéo por L. braziliensis em camundongos BALB/c no modelo
de infeccdo subcutdnea se mostrou dependente da producdo de IFN-y. Também foi
verificada uma producdo menor de IL-4 por células do linfonodo desses animais em
comparacao com as células de camundongos infectados com L. major (179). Mais
recentemente, foi verificado que a cura das lesGes também esta relacionada a maior
expressao de IL-12 e TNF e a menor expressao de IL-10 e IL-13 no linfonodo (180),
demonstrando que o balanco entre as respostas Thl e Th2 é essencial para que a
infeccdo curse para a cura espontanea. No modelo de infeccdo intradérmica na
orelha algo semelhante foi encontrado. Ao analisar as citocinas produzidas por
linfocitos T CD4" e CD8" desses animais foi observada uma intensa producéo de
IFN-y. A potente resposta imune celular Thl induzida esta relacionada ao controle da
replicacdo do parasito na lesdo. Em contrapartida, os efeitos do IFN-y sao
contrabalanceados com a presenca de IL-4, IL-5 e IL-10. Como resultado do
equilibrio entre as respostas Thl e Th2, as lesdes curam espontaneamente e 0s

parasitos sédo eliminados do local de infeccdo, mas nao dos linfonodos (162).

A infeccdo experimental com L. amazonensis cursa de forma diferente
dependendo da linhagem de camundongo utilizada. Camundongos das linhagens
BALB/c e C57BL/10 sdo considerados mais suscetiveis a infeccdo e desenvolvem
lesBes crbnicas (181, 182), enquanto camundongos das linhagens C3H, DBA, CBA
e C57BL/6 apresentam resisténcia parcial a infeccdo com desenvolvimento mais
demorado das lesdes (183). Como nao existe nenhuma linhagem de camundongo
realmente resistente a infeccdo por L. amazonensis, a caracterizacdo de uma
resposta imune protetora e o papel da dicotomia de Thl e Th2 ndo é bem definido
neste modelo. De maneira geral, acredita-se que a resposta Thl esteja relacionada
a resisténcia e a resposta Th2 a suscetibilidade, sendo a combinacdo das duas
responsavel pelo desfecho da infeccdo. A suscetibilidade a infeccdo por L.
amazonensis pode ser, portanto, resultado de uma série de fatores como a auséncia
da resposta Thl (178), a prevaléncia da resposta Th2 sobre a resposta Th1(184), ou
a presenca das duas respostas de maneira ineficiente (185). Mesmo a polarizacao
para a resposta do tipo Thl ndo confere necessariamente o fenotipo de resisténcia

aos animais (186, 187). Tudo isso indica que outros mecanismos estdo atuando na
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modulacdo da resposta imune durante a infeccdo com L. amazonensis. Com efeito,
foi demonstrado que ha regulacdo da expressao de IL-12, de maneira independente
de IL-4, induzida pelo patégeno que limita a resposta do tipo Thl nas infec¢cdes com
L. amazonensis (188). Foi verificado, entdo, que a deficiéncia na resposta a IL-12
em camundongos infectados com L. amazonensis estava associada com um defeito
especifico na cadeia beta 2 do receptor de IL-12 que leva a uma diminuicdo da
expressao do receptor funcional dessa citocina (188).

1.9 Coinfeccéao

A coinfeccdo humana por multiplas espécies de parasitos na natureza é
comumente observada e recentemente estudos epidemioldgicos indicam que essa
complexa interacdo representa um desafio na ecologia de parasitos e na saude
humana. O estudo das coinfec¢des ganhou forca com o aparecimento da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) quando doencgas oportunistas comecaram a

causar mortes nos individuos portadores do HIV.

No homem, tém sido descritas associacdes da infeccdo por plasmédio com
salmonela, helmintos, HIV e tuberculose (189-195), a maioria em populacdes
africanas. Recentemente um caso de coinfec¢do por P. vivax e uma espécie de
leishméania do Complexo donovani (leishmaniose visceral) foi descrito na Malasia
demonstrando a ocorréncia das duas doencas simultaneamente e ressaltando as

dificuldades no diagnéstico e tratamento de individuos coinfectados (196).

Atualmente, os dados existentes sobre coinfeccdo sdo controversos, alguns
mostrando ora maior, ora menor susceptibilidade, ou nenhuma influéncia na
evolugcdo da malaria clinica grave ou com acometimento cerebral (197, 198). A
coinfeccdo por Leishmania spp. e HIV j& é bem documentada no Brasil e alguns
trabalhos mostram que a LTA pode modificar a progressao da doenca pelo HIV e a
imunodepressdo causada por esse virus facilita a progressao da LTA (199-201).
Também foi verificado que as coinfeccbes por L. braziliensis e helmintos em
humanos alteram tanto o curso clinico da leishmaniose cutanea quanto a resposta
imune a infec¢do, ocorrendo aumento no tempo de cura das lesdes e mudanca de
perfil de resposta Thl para Th2 (202, 203).
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No modelo murino, ha evidéncias de que animais infectados
concomitantemente por P. yoelii e Mycobacterium tuberculosis apresentam uma
mudanga significativa no curso da tuberculose com aumento na morbidade (204,
205), em contraste a vacinagéo dos animais com M. bovis BCG (Bacilo de Calmette-
Guérin) protege camundongos contra a infeccdo pelas espécies P. vinkei, P. yoelii,
P. berghei e P. chabaudi (206, 207). Mais recentemente foi observado que o
metabolismo do heme na infeccdo malarica altera os mecanismos de exploséo
oxidativa dos granulécitos e que isso contribui para a suscetibilidade a infeccéo por
salmonela (208, 209).

Em 1980, Coleman e colaboradores estudaram interagcbes entre L.
amazonensis e P. yoeli no modelo murino e demonstraram um aumento na
severidade e susceptibilidade da infec¢cdo durante a coinfeccdo (210). Marques e
colaboradores mostraram que a regulacédo da resposta imune pelas células T CD4 e
a producao de citocinas podem ser essenciais no curso clinico da infec¢éo tanto por
P. chabaudi quanto por L. infantum (211). No entanto, a avaliacdo dos efeitos
decorrentes da coinfeccéo por plasmaédios € limitada a poucos trabalhos. A infec¢éo
concomitante por P. yoelii e L. amazonensis, em camundongos resistentes a
leishmaniose mostrou um aumento de parasitemia do P. yoeli quando L.
amazonensis foi inoculada semanas antes do in6culo com P. yoelii (210). As lesdes
devido a L. amazonensis também se mostraram aumentadas nos camundongos
concomitantemente infectados por P. yoeli em comparacdo com camundongos

infectados apenas por L. amazonensis (210).
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2. Justificativa

No Brasil, e em outras regides do mundo, malaria e leishmaniose sdo doencas
endémicas. Na Amazbnia, malaria e LTA apresentam alta prevaléncia e a
superposicao das areas de distribuicdo aumenta as chances de ocorréncia das duas
doencas simultaneamente (14, 98). Embora L. braziliensis seja a espécie mais
frequente entre as causadoras de leishmaniose tegumentar no Brasil e esteja
presente em areas endémicas de maléria, ndo existem dados de prevaléncia da
coinfeccdo humana dessas endemias e nem estudos no modelo murino. O mesmo é
observado para L. amazonensis, para a qual também ndo existem dados sobre a
prevaléncia da coinfeccdo humana e apenas dois trabalhos em modelo experimental
realizados no ano de 1988 (210, 212). Considerando que no Brasil a populacdo esta
exposta a diferentes patégenos, € de extrema importancia estudar a interacdo
desses parasitas e as alteracfes que podem causar no equilibrio entre a resposta

imune e a evolucgédo clinica da doenca.

O modelo experimental utilizando roedores € bem aceito no meio cientifico e a
grande diversidade de linhagens de camundongos associada a infeccdo por
diferentes espécies de Plasmodium e de Leishmania tem contribuido para elucidar
aspectos envolvidos na patogénese dessas doencas. Desta forma, o modelo murino
de coinfeccdo além de complementar os estudos serve de base para responder
questdes que ndo podem ser respondidas em humanos. Dentre elas qual a
influéncia que as infeccbes com perfil de resposta imunolégica Th2 (que pode ser
transitorio) exerce na modulacdo das infec¢cdes que apresentam perfil de resposta
Thl. Ou o contrério, qual a influéncia que as infec¢des indutoras de perfil Thl (que
pode ser transitorio), principalmente com alta producdo de IFN-y, tem na evolucao
clinica das infeccbes com perfil de resposta imunologica Th2. Com efeito, o
entendimento dos mecanismos imunopatogénicos e das alteragcdes na resposta
imune de individuos poli-infectados é um pré-requisito necessario para o
desenvolvimento tanto de vacinas quanto de terapias eficazes para populagbes

expostas a diferentes patdgenos.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Estudar no modelo murino as coinfecgcdes por P. yoelii 17XNL e L. braziliensis,
L. major ou L. amazonensis, as alteracdes na resposta imune e o impacto de uma

infeccéo sobre a evolucéo clinica da outra.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a evolugdo das mono e coinfeccdes por P. yoelii 17XNL e por L.

braziliensis, L. major ou L. amazonensis em camundongos BALB/c;

e Estudar o perfil imunologico celular dos animais mono e coinfectados
através da quantificagédo “ex vivo” de células T CD4", CD8" e Tregs e o perfil de

resposta do tipo Th1l ou Th2 através das citocinas IFN-y e IL-4 ou IL-10;

e Analisar a cinética dos niveis séricos de citocinas (IFN-y, TNF, IL-2, IL-6,
IL-4, IL-17 e IL-10) dos camundongos mono e coinfectados;

e Verificar as possiveis influéncias das coinfeccfes por P. yoelii 17XNL e L.

braziliensis, L. major ou L. amazonensis no perfil imunolégico e na evolucédo da

malaria e das leishmanioses nos camundongos BALB/c.

54



4. Material e Métodos

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos fémeas da linhagem BALBI/c, livres
de patégenos especificos (SPF, specific pathogen free), com idade entre 6 e 8
semanas. Os animais foram fornecidos pelo Centro de Criagcdo de Animais de
Laboratorio (CECAL) do IOC/FIOCRUZ. Durante a fase experimental os animais
foram mantidos no biotério de experimentacdo do Pavilhdo Lebnidas Deane do 10C,
sob temperatura de 18°C, umidade relativa de 50% (+/- 5%) e recebendo agua e
racdo ad libitum. Os animais foram manipulados de acordo com o protocolo de
estudo aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais da FIOCRUZ (CEUA-
FIOCRUZ), sob a licenca LW-17/11(Anexo 1).

4.2 Parasitos

4.2.1 Plasmodium yoelii 17XNL (néo letal)

O plasmadio murino, P. yoelii 17XNL, foi gentilmente cedido pelo Dr. Fabio
Costa da Universidade de Campinas-SP e vem sendo mantido em nosso Laboratorio

desde 2006, criopreservado a -196°C em solucao de Alserver.

4.2.2 Leishmania braziliensis, L. major e L. amazonensis

As espécies de leishméanias, Leishmania braziliensis (MCAN/BR/98/R619),
Leishmania  major (LV39-MRHO/SU/59/P) e Leishmania  amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8), previamente caracterizadas através de trés diferentes técnicas
moleculares (analise do perfil de restricdo do DNA do cinetoplasto, eletroforese de
isoenzimas e radioimunoensaio usando anticorpos monoclonais especificos), sao
provenientes do Laboratério de Imunoparasitologia do Instituto Oswaldo Cruz e
mantidas criopreservadas a -196 °C, em meio Schneider contendo 30% de Soro

Bovino Fetal (SBF, Hyclone - EUA) inativado e 8% de glicerol.
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4.3 Infeccao Experimental

4.3.1 Plasmodium yoelii 17XNL (néo letal)

Para a infeccdo, aliquotas de sangue de camundongos, contendo 2X10°
hemacias parasitadas (HP)/200uL, foram descongeladas a temperatura de 36°C e
inoculadas em camundongos BALB/c por via intraperitoneal (Ip). Esses
camundongos foram fontes de parasitos para infeccdo dos animais do experimento.
ApoOs 7 dias do inéculo, o sangue destes animais foi coletado (em heparina, 500Ul).
Em seguida, a parasitemia (em geral, em torno de 30%) e a hematimetria foram
determinadas para o ajuste da concentragdo de parasitos a serem inoculados nos
camundongos do experimento, segundo a Tabela 4.1.

4.3.2 L. braziliensis, L. major e L. amazonensis

As leishmanias, L. braziliensis, L. major e L. amazonensis, foram mantidas em
cultura no meio Schneider Drosophila (Sigma) com 10% de SBF, 100 Ul de
penicilina, 100pug de estreptomicina e 1.5mM de glutamina (todos reagentes da
Sigma). As formas promastigotas até a quinta passagem em cultura foram mantidas
em estufa para Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD) a 25°C até que atingissem
a fase estacionaria. Os parasitos foram, entdo, centrifugados por 10 minutos a 1000
X g e ressuspensos em salina tamponada com fosfatos (PBS 0,15 M, pH 7,2). Neste
momento foi realizada a contagem em céamara de Neubauer e o ajuste da

concentracdo dos parasitos para a realiza¢do dos in6culos segundo a Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Infeccdo experimental de camundongos BALB/c com P. yoelii

17XNL e Leishmania sp.

Parasitos Via de In6culo Inéculo/Animal
P.yoelii 17XNL  Ip 1 X 10°HP / 200puL de NaCl 0,9%*
L. braziliensis Id — orelhas 1 X 10° parasitos /10 pL de PBS*
L. major Id — orelhas 1 X 10* parasitos / 10 uL de PBS*
L. amazonensis Id — orelhas 1 X 10” parasitos / 10 uL de PBS*

HP = hemacias parasitadas; Ip = Intraperitoneal; Id = Intradérmica. * estéril
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4.4 Desenho Experimental

4.4.1 Grupos de Animais

Os animais foram divididos em 8 grupos experimentais, segundo a Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Grupos de animais.

Grupos (G) In6culos Numero de animais/Grupo
Controle
1- NaCl 0,9% estéril 20 (10 por experimento)
Monoinfectados
2- P. yoelii 25 (10 e 15 por experimento)
3- L. braziliensis 25 (10 e 15 por experimento)
4 - L. major 25 (10 e 15 por experimento)
5- L. amazonensis 20 (10 por experimento)
Coinfectados
6 - L. braziliensis e P. yoelii 25 (10 e 15 por experimento)
7 - L. major e P. yoelii 25 (10 e 15 por experimento)
8 - L. amazonensis e P. yoelii 25 (10 e 15 por experimento)

Como ilustrado na figura 4.1, os camundongos foram primeiramente infectados
com uma das trés espécies de Leishmania trés dias antes (-D3) da infec¢cdo com o
P. yoelii definido como dia zero do experimento (D0O), segundo as Tabela 4.1 e
Tabela 4.2. Nos dias 5, 10, 17, 25 e 77 (11 semanas) do experimento, 2
camundongos por grupo foram submetidos a eutanésia e amostras de baco, orelhas
e aliquotas de sangue foram coletadas, processadas e/ou armazenadas para as
analises imunologicas e parasitoldgicas. Os experimentos foram repetidos por duas
vezes. Cabe ressaltar que experimentos preliminares foram realizados para
definicAo das doses, vias de infeccdo e pontos de avaliacdo imunoldgica. Os
camundongos foram acompanhados ao longo de 11 semanas para avaliagdo da

evolucéo das lesdes e da variacdo de peso.
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Figura 4.1: Cronograma de infec¢do. D= dia; 1= controle; 2= P. yoelii; 3= L. braziliensis;
4= L. major; 5= L. amazonensis; 6= L. braziliensis e P. yoelii; 7= L. major e P. yoelii; 8= L.
amazonensis e P. yoelii; *= avalia¢gdes imunoldgicas e parasitologicas.

4.5 Acompanhamento da infecgao

4.5.1 P. yoelii

e Determinacdo da parasitemia, temperatura e peso

Para a avaliagdo da infeccdo por P. yoelii 17XNL foram confeccionadas
distensGes sanguineas em dias alternados, a partir do terceiro dia de infeccédo até o
final do experimento. As distensdes sanguineas foram fixadas com metanol e
coradas com Giemsa. As leituras foram realizadas em microscopio Optico com lente
de imersédo (1000 X). A parasitemia foi estimada pela contabilizagdo do numero de

células parasitadas em um total de 1000 hemacias.

% parasitemia = numero de hemacias parasitadas X 100

1000 hemécias
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Paralelamente a avaliacdo da parasitemia, foi aferida a temperatura corporal e
0 peso dos animais. A temperatura corporal foi determinada utilizando um
termémetro clinico digital (G-Tech, modelo TH 300 K) introduzido no reto dos
animais por cerca de dois minutos e a verificacdo semanal do peso dos animais foi
feita utilizando uma balanca de precisdo (Shimadzu BL 320H). A verificacdo da
temperatura corporal foi realizada a partir do 5° dia (D5) de infeccdo dos animais
infectados com o P. yoelii 17XNL até o 25° dia, em dias alternados. O peso dos
animais foi aferido semanalmente durante as 11 semanas do estudo. Ao final do
experimento foi construida uma curva da sobrevida dos animais, descontando

aqueles que foram selecionados para as avaliagdes imunoldgicas e parasitologicas.

4.5.2 L. braziliensis, L. major e L. amazonensis

e Determinagcdo do Aparecimento, Tamanho de Lesfes e do Numero de

Ulceras

A evolucado da infeccdo por Leishmania sp. foi acompanhada semanalmente
pela medicdo do tamanho das lesGes nas orelhas utilizando o paquimetro digital
Mitutoyo Absolute Digimatic (Figura 4.2). Simultaneamente, foi verificado o momento
do aparecimento e o niumero de Ulceras nas les6es durante os 77 dias (11 semanas)

gue os animais foram acompanhados.

Foto: Rodrigo Méxas, 2011

Figura 4.2: Paquimetro utilizado para medir o tamanho das les@es por Leishmania sp.
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4.6 Avaliacado da Carga Parasitaria de Leishmania sp. nas Lesfes

A carga parasitaria das lesBes foi quantificada pelo método de diluicdo
limitante nas orelhas infectadas dos animais do estudo. Com este objetivo, foram
selecionados dois camundongos de cada grupo monoinfectado ou coinfectado com
Leishmania sp. nos dias 5, 10, 17, 25 e 77 (1llsemanas). Sendo, portanto,

analisadas 4 orelhas por grupo de estudo.

As orelhas foram retiradas de forma asséptica ap0s a eutanasia dos animais e
colocadas em tubos de 50mL com 10mL de etanol (alcool etilico) a 70% por 10 a 15
minutos. Decorrido este tempo, as orelhas foram retiradas dos tubos e colocadas
sobre papel de filtro estéril até que o alcool evaporasse por completo. Com o auxilio
de pingas, separou-se a parte dorsal da parte ventral das orelhas, expondo a derme
da mesma. Feito isto, as orelhas foram colocadas com a parte interna voltada para
baixo em placas de 24 pocos (Nunc) com 0,5mL de meio Schneider com antibiético
e Liberase (0,05mg/mL, Roche). Apds duas horas de incubacédo a 37°C em estufa de
CO, a 5%, as orelhas foram cortadas em pequenissimos pedacos com tesoura curva
e homogeneizadas com Pestle em um volume de 2mL de meio Schneider. Em
seguida, foi realizada a diluicao limitante com o pool das orelhas de cada grupo em
placas de 96 pocos (Nunc). No primeiro poco foi feita uma diluicdo de 1:5 e nos
pocos seguinte a diluicdo seriada de fator 3 até completar 16 pocos. As placas
foram, entdo, incubadas em estufa BOD por 7 dias a 26°C. Nos dias 5 e 7 0S pocos
foram observados em microscépio invertido e o Ultimo poco que apresentava
parasito no dia 7 foi marcado. Neste poco, considerou-se que apenas 1 parasito foi
depositado inicialmente. A partir do valor de diluicdo do ultimo poco positivo e 0

volume inicial de macerado da orelha, o nimero de parasitos por leséo é calculado.

N° de parasitos na lesdo= 5 (primeira diluicdo) x 3*x 50

numero de orelhas

a= numero do ultimo pog¢o com dilui¢cdo 1:3 positivo
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4.7 Obtencao e Armazenamento de Esplendcitos de Camundongos

Para obtencdo de esplendcitos, camundongos (n=2, por grupo) foram
submetidos a eutanasia nos dias 5, 10, 17, 25 e 77 (11 semanas) do experimento.
Os bacos foram retirados de forma asséptica e colocados em placas de Petri
contendo 5mL de meio RPMI 1640 (Gibco). Em seguida, os o6rgdos foram
macerados com o auxilio de uma peneira de nylon (BD Falcon Cell Strainer) e um
pistilo. O material foi recolhido em tubos tipo Falcon de 50mL e apds completar o
volume para 15mL com RPMI 1640 foi centrifugado (400 X g, 10 minutos, 10°C). O
sobrenadante obtido ap6s a centrifugacdo foi desprezado e as células foram
submetidas a mais 2 lavagens com 15mL de meio RPMI 1640 como descrito
anteriormente. ApOs retirar o sobrenadante da ultima lavagem, as células foram
ressuspendidas em 4mL de SBF inativado (Hyclone) contendo 10% de
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma). Este volume foi distribuido igualmente em quatro
tubos de criopreservacdo de 1,8mL (Nunc) que foram acondicionados em criobox
(Nalgene) contendo alcool isopropilico. Os containers criobox foram imediatamente
acondicionados em freezer com temperatura de -70°C, onde permaneceram por 24h.
Posteriormente, as aliguotas foram armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C) até
o momento em que foram descongeladas para serem utilizadas nas

imunofenotipagens.

4.8 Descongelamento de Esplendcitos Obtidos de Camundongos

As aliquotas de esplenécitos murinos foram descongeladas no dia da
imunofenotipagem. Para isso, os tubos foram retirados do nitrogénio liquido e
levados rapidamente ao banho-maria a 37 °C. Antes do descongelamento completo
a solucao contida no criotubo foi transferido para um tubo coénico estéril de 15mL.
Em seguida, a solucao de descongelamento composta por 90% de meio RPMI 1640
(GIBCO, EUA) e 10% SBF inativado (Hyclone, EUA) foi acrescentada aos tubos em
volumes crescentes (0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mL) em intervalos de 1 minuto entre cada

adicao.

Ap6s a adicdo de 4mL solugdo de descongelamento os tubos foram
centrifugados a 350 X g durante 10 minutos a temperatura ambiente, seguido de uma
lavagem com 10mL RPMI 1640. As células foram entdo ressuspensas em 2mL de

meio RPMI 1640 para verificagdo de viabilidade celular utilizando corante vital de
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Tripan (0,1% em PBS) e determinacdo do numero de esplendécitos recuperados
(féormula abaixo). Apds a leitura na camara de Neubauer, as células foram
ressuspensas em meio RPMI 1640 na concentracdo final de 1x10’células

viaveis/mL.

n° de esplendcitos por mL= n° de células em 4 quadrantes x diluicéo x 10*
4

Todos o0s ensaios de imunofenotipagem celular dos esplendcitos foram
realizados com células congeladas, visto que ndo observamos nenhuma diferenca

na imunofenotipagem dessas células quando comparadas com células frescas.

4.9 Imunofenotipagem e Padrdo de Citocinas Citoplasméticas de

Esplendcitos Murinos

Ap6s o descongelamento e lavagem, 100uL de meio contendo 1x10° células
foram colocados em pocos de placa estéril de 96 pocos para realizacdo da
imunofenotipagem. A placa foi centrifugada por 5 minutos a 350 X g e, em seguida,
as células foram ressuspensas em 50uL de tampéo de bloqueio — solucdo de PBS
com 0,1% de albumina de soro bovino (BSA, Sigma) e 5% de leite desnatado
(Molico, Nestle) — contendo 10ug/mL de anticorpo 2.4G2 (anti-CD16/CD32). Apos
incubacdo de 5 minutos a 20°C, foram adicionados 50uL de tampé&o de bloqueio
contendo os anticorpos de superficie nas concentra¢des indicadas na Tabela 4.3.
Foi realizada uma incubacdo de 25 minutos a 4°C e depois duas lavagens com
150uL e depois 200uL de PBS/ 0,1% de BSA por centrifugacéo a 350 X g durante 5
minutos a 4°C. Feito isso, as células foram fixadas com 100uL de solugéo fixadora

composta por PBS e 4% de paraformaldeido (PFA, Sigma), por 10 minutos a 20°C.

Terminada a fixagdo, as ceélulas foram lavadas novamente com 200uL da
solugcdo PBS/ 0,1% BSA por pogo atraves de centrifugacdo a 350 X g durante 5
minutos a 20°C. Mais duas lavagens foram realizadas por centrifugacdo, desta vez,
utilizando 200uL por poco de solucdo tampao PBS/ 0,1% de BSA/ 0,1% de

saponina. Para efetuar a marcacéo intracelular, as células foram ressuspendidas em
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tampéo de permeabilizacdo/bloqueio (PBS/ 0,1% de BSA/ 0,1% de Saponina-A/ 5%
de leite desnatado) e mantidas nesta solucéo por 1 hora a 4°C. Subsequentemente a
permeabilizacdo, os anticorpos para marcacao intracelular (Tabela 4.3) foram
adicionados aos pog¢os em 20uL de tampédo de permeabilizacao/bloqueio e
incubados por 30 minutos a 4°C. Decorrido esse tempo, os pocos foram lavados
mais 2 vezes por centrifugacdo (350xg durante 5 minutos a 20°C). Na primeira
lavagem foram utilizados 150uL de solucdo PBS/ 0,1% de BSA/ 0,1% de Saponina-A
e, na segunda, 150uL de solucdo PBS/ 0,1% de BSA sem Saponina. Terminadas as
lavagens, as células foram ressuspendidas em 200uL de solu¢do PBS/ 0,1% de BSA
e transferidas para tubos préprios para leitura em citdbmetro de fluxo. As leituras
foram realizadas em até 24 h apos a marcacdo em um citbmetro de fluxo Cyan
(Dako) disponibilizado na Plataforma de Citometria de Fluxo do Instituto Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ-RJ). Os dados obtidos foram analisados no programa FlowJo

(TreeStar, Estados Unidos) da maneira ilustrada na Figura 4.3.

Tabela 4.3: Relacdo dos anticorpos utilizados na imunofenotipagem de

esplenécitos murinos.

Extracelular/ Concentracéo/

Monoclonal Fluorocromo Fabricante Intracelular N° de Células
CD4 PE Cy5 e-Bioscience Extracelular 0,3 ug/lOGCéIuIas
CD8 APC Cy7 BD Pharmingen  Extracelular 0,3 ug/10°células
CD14 FITC e-Bioscience Extracelular 1,0 ug/10°células
IFN-y PE BD Pharmingen Intracelular 0,3 ug/10°células
IL-4 PE Cy7 BD Pharmingen Intracelular 0,5 pg/10°células
IL-10 APC BD Pharmingen Intracelular 0,3 ug/10%células
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Figura 4.3: Analise dos dados de citometria referentes ao perfil de células CD4", CD8"
e producdo de citocinas por esplendcitos murinos no programa FlowJo. A) Delimitagédo
da regido de linfocitos; B) Selecdo de células CD4" e CD8"; C) Analise da producdo de
citocinas por células CD4" ou CD8".

4.10 Imunofenotipagem de Células T Reguladoras (Tregs) de Esplendcitos

Murinos

Para a imunofenotipagem das células Tregs foi utilizado o kit comercial Mouse
Regulatory T Cell Staining Kit #3 (e-Bioscience, Estados Unidos) segundo as

recomendacdes do fabricante.

As células descongeladas e com concentracdo ajustada (10° células em
100uL) foram colocadas em placas de 96 poc¢os. Apos centrifugacdo a 350 x g por 5
minutos, foram adicionados 100uL do bloqueio de permeabilizagdo com 0,5ug de
blogueio de fracdo Fc (anti-CD16/32). As células foram, entdo, incubadas por 15
minutos a 4°C. Em seguida foram adicionados os anticorpos de marcacdo de
superficie (Tabela 4.4) em um volume final de 100uL de tampdo de marcacdo de

citometria. Apos 30 minutos de incubacéo a 4°C, foi realizada uma lavagem com o
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tampao de citometria de fluxo por centrifugacéo (350 X g durante 5 minutos a 20°C).
O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 200uL de
solugéo de fixagdo/permeabilizacéo diluido (conforme orientacdo do fabricante) e
foram incubadas por 30 minutos a 4°C no escuro. Apds essa incubacao, as células
foram lavadas duas vezes com tampao de permeabilizacdo através de centrifugacéo
(350xg durante 5 minutos a 20°C) e logo depois foram adicionados os anticorpos
para marcacao intracelular (Tabela 4.4) em 100uL de tampéo de permeabilizacédo
1x. As células foram incubadas por mais 1 hora a 4°C no escuro. Em seguida, foram
lavadas duas vezes com 200uL de tampdo de permeabilizacdo, novamente por
centrifugacédo (350 X g durante 5 minutos a 20°C). Terminadas as lavagens, as
células foram ressuspendidas em 200 uL de tampao de citometria de fluxo. As
leituras foram realizadas em até 24 h ap6s a marcacdo em um citbmetro de fluxo
Cyan (Dako) disponibilizado na Plataforma de Citometria de Fluxo do Instituto
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ). Os dados obtidos foram avaliados no programa
FlowJo (TreeStar, Estados Unidos) da maneira indicada na Figura 4.4.

Tabela 4.4: Relacdo dos anticorpos utilizados na imunofenotipagem de células

Tregs de esplendcitos murinos.

Extracelular/

Monoclonal Fluorocromo Volume/N° de Células

Intracelular
CD4 FITC Extracelular 0,06 ug/10° células
CD25 PE Extracelular 0,03 ng/10° células
Foxp3 PE Cy5 Intracelular 0,25 ng/10° células
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Figura 4.4: Andlise dos dados de citometria referentes a imunofenotipagem de células
Tregs no programa FlowJo. A) Delimitacdo da regido de linfocitos; B) Selecao de células
CD4"; C) Determinacdo do percentual de células CD4'Foxp3* (Q1), CD4'CD25" Foxp3*
(células Tregs, Q2) e CD4" CD25" (Q3).

4.11 Dosagem de Citocinas no Soro de Camundongos por Citometria de

Fluxo

Para avaliacdo das citocinas presentes no soro dos camundongos, 0 sangue
de 2 animais de cada grupo de estudo foi coletado em tubos de 1,5mL sem
anticoagulante nos dias 5, 10, 17, 25 e 77 (11semanas). Decorridos 30 minutos do
momento da coleta, o sangue foi centrifugado a 600 x g por 10 minutos. Em seguida,

o soro foi recolhido e congelado a -20°C para posterior utilizacao.

A dosagem de citocinas no soro foi realizada utilizando o kit comercial
Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th1l7 Cytokine Kit (BD Biosciences)
segundo as instrucdes do fabricante. Os limites de deteccao do kit sdo apresentados
na Tabela 4.5. A leitura das amostras foi realizada no citbmetro de fluxo
FACSCalibur (BD Biosciences) e os dados obtidos foram analisados no programa
WinMDI (desenvolvido por Joe Trotter) (Figura 4.5). A partir das intensidades médias
de fluorescéncia de concentracfes conhecidas foram construidas curvas-padrdes
para cada citocina. As concentragdes sericas de IFN-y, TNF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-17 e
IL-10 das amostras foram determinadas utilizando a equacao da curva padréo e os

valores médios de intensidade de fluorescéncia obtidos.
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Tabela 4.5: Limite de deteccao do kit comercial Cytometric Bead Array (CBA)
Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD Biosciences).

Citocina Limite de Deteccéo (pg/mL)

IFN-y 0,5
TNF 0,9
IL-2 0.1
IL-4 0,03
IL-6 1,4
IL-17 0,8
IL-10 16,8
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Figura 4.5: Analises dos niveis de citocinas séricas no programa WinMDI. A)
Determinacdo da regido de beads; B) Amostra do grupo controle; C) Amostra do grupo
monoinfectado com P. yoelii; D) Amostra do grupo monoinfectado com L. major.
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4.12 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados através de teste T ndo-pareado no
programa GraphPad Prism verséo 5.0. Para avaliacdo da curvas de sobrevida foram
aplicados os testes de Mantel-Cox e Gehan-Breslow-Wilcoxon. O teste néo
paramétrico de Spearman foi utilizado na avaliacdo das associacdes entre duas
variaveis sendo a correlacdo calculada pelo coeficiente de Spearman (R?). Para a
andlise estatistica do dado aparecimento de Ulceras na lesdo foi utilizado o Teste
Exato de Fisher em tabelas de contingéncia construidas no formato 2X2 para cada
semana do experimento. Em todos os casos foram considerados estatisticamente

significativos os dados que apresentavam P<0,05.
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5- Resultados

5.1 Influéncia da Coinfeccao por L. braziliensis e P. yoelii 17XNL

5.1.1 Alteragdes Parasitolégicas na Infec¢éo por P. yoelii 17XNL

e Parasitemia

A analise da parasitemia realizada pelo monitoramento de distensdes
sanguineas demonstrou que a coinfec¢ao néo alterou o periodo pré-patente, periodo
entre o inéculo do P. yoelii 17XNL no camundongo e sua deteccao nas hemacias. As
formas sanguineas do parasito foram detectadas a partir do terceiro dia apos
infeccdo atingindo o pico maximo em torno do dia 13 em ambos 0s grupos.
Entretanto, os animais coinfectados apresentaram parasitemias mais baixas, no dia
3 e entre os dias 11 e 17 de infeccdo (P<0,01 e P <0,05, respectivamente). Além
disso, houve reducao do periodo patente nos camundongos coinfectados em relacéo
aos monoinfectados (Figura 5.1).

- P. yoelii 17XNL

a‘g -B- [ braziliensis + P. yoelit 17XNL
]

E %

S P <0,05

E %

© P <0,01

[ ]

o

0 5 10 15 20 25 30

Dias apds infecgdo com P. yoelii 17XNL

Figura 5.1: Comparacdo entre as parasitemias dos animais monoinfectados e
coinfectados com L. braziliensis e P. yoelii 17XNL ao longo do tempo. Os asteriscos
assinalam os dias em que houve diferenca significativa entre os grupos monoinfectado
(n=15) com P. yoelii 17XNL e coinfectado (n=15) pelo teste t de Student. As barras
representam as médias = erro padrdo da média (EPM). Grafico representativo de dois
experimentos independentes.
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5.1.2 Alteragdes Parasitologicas na Infeccdo por L. brasiliensis

e Avaliagdo do Aparecimento, do Tamanho e da Evolugdo das Les0es e

Ulceras

No curso da infeccdo com L. braziliensis as lesbes comecaram a aparecer por
volta do 10° dia e apresentaram aumento progressivo ao longo do tempo em que
foram acompanhadas. Nos animais coinfectados com P. yoelii 17 XNL as lesdes
apareceram mais tardiamente, por volta dos dias 17 e 25 (Figura 5.11) e
apresentaram tamanho menor ao longo do primeiro més de infeccéo, principalmente
nos dias 17 e 34 em comparacdo aos monoinfectados com L. braziliensis. Nas
semanas seguintes, o tamanho das lesdes se equiparou a dos animais
monoinfectados com L. braziliensis. Em relagdo as Ulceras, ndo houve diferenca
entre os grupos dos mono e coinfectados. Em ambos, as lesbes comecaram a
apresentar Ulceras entre os dias 41 e 48 de infeccdo e no dia 77 todas as lesbes
apresentavam Ulceras (Figura 5.2). A Prancha 1 (Anexo 2) ilustra o aspecto das

lesBes no final do periodo de estudo.
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Figura 5.2: Medida de lesdo e porcentagem de lesdes Ulceras ao longo do tempo em
animais monoinfectados e coinfectados com L. braziliensis e P. yoelii 17XNL. Os
valores da medida da lesédo (em verde) estdo representados no eixo a esquerda do grafico e
a porcentagem de lesdes ulceradas (em azul) a direita. Os asteriscos assinalam os dias em
gue houve diferenca significativa entre os grupos monoinfectado (n=15) e coinfectado (n=15)
pelo teste t de Student. As barras representam as médias + erro padrdo da média (EPM).
Gréfico representativo de dois experimentos independentes.
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e Determinagdo da Carga Parasitaria nas Les6es das Orelhas

No curso da infeccdo o numero de parasitos encontrados por lesdo foi
semelhante nos grupos monoinfectados com L. braziliensis e coinfectados com P.
yoelii 17XNL. Nos dois grupos o numero de parasitos por lesdo também aumentou
com o tempo de infec¢édo (Figura 5.3). No grupo monoinfectado com L. braziliensis, a

carga parasitaria das lesdes tende a ser mais alta nos dias 10 e 77.

QDA ADTE oy e
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1.0x1007
1.0%1005+ BN L. braziliensis
1.0%10054 L. braziliensis + P. yoelii 17TXNL
1.0%1004+
1.0%10034
1.0x10024

1.0%1001

Carga parasitaria de L. braziliensis

1.0%1000-

5 dias

17 dias 25 dias 77 dias

Figura 5.3: Comparacdo entre a carga parasitaria das lesbes dos grupos
monoinfectado com L. braziliensis e coinfectado com L. braziliensis e P. yoelii 17XNL.

5.1.3 Sinais Clinicos

e Temperatura

O monitoramento da temperatura corporal demonstrou que tantos os animais
monoinfectados com P. yoelii 17XNL como os coinfectados apresentavam uma
gueda da temperatura corporal (hipotermia) no curso da infeccdo malarica quando
comparados aos camundongos controles (média= 35,2°C + 0,46). Entretanto, a
hipotermia foi mais acentuada nos camundongos monoinfectados principalmente
nos dias 9 e 17 (média= 35,2°C + 0,21 e 35,3°C + 0,18; P<0,05 e P<0,01,
respectivamente) (Figura 5.4). Além disso, nesses camundongos foi observada uma
correlagdo negativa entre temperatura e parasitemia (R?= -0,6241, P= 0,0440),
indicando que valores de parasitemia mais altos estao relacionados com o grau de
hipotermia dos animais. Nos animais coinfectados, entretanto, essa correlagdo nao

foi significativa. J& os animais monoinfectados com L. braziliensis apresentaram
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temperaturas similares as dos controles (média= 35,2°C + 0,58) no decorrer da
infeccdo. A temperatura corporal dos camundongos coinfectados foi, em geral, mais
baixa durante a fase aguda da malaria quando comparado ao grupo monoinfectado
com L. braziliensis, principalmente no dia 5 (Figura 5.4).

8 L. braziliensis
® —— P yoelii 1T7TXNL
§ -k- P. yoelii 17TXNL + L. braziliensis
3
g * P <0,05 = P. yoelii 177XNL
g ** P <0,01= P. yoelii 17XNL
g P <0,05 = L. braziliensis
= 30 ' ’ : ; : .

0 5 10 15 20 25 30

Dias

Figura 5.4: Comparacdo entre as médias de temperatura corporal dos animais
monoinfectados e coinfectados com L. braziliensis e P. yoelii 17XNL ao longo do
tempo. Os asteriscos assinalam os dias em que houve diferenca significativa entre os
grupos monoinfectado com P. yoelii 17XNL (vermelho, n=15) ou L. braziliensis (laranja,
n=15) e coinfectado pelo teste t de Student. As barras representam as médias + erro padrao
da média (EPM).

e Massa Corporal

A variacdo de massa corporal dos animais monoinfectados com P. yoelii
17XNL e coinfectados foi comparada com a dos animais controles ao longo do
tempo (Figura 5.5). Em ambas as infecgdes, 0s animais apresentaram uma
acentuada perda de massa corporal, compativeis com a elevacdo da parasitemia
(R?*= -0,7583, P= 0,007 - P. yoelii 17XNL e R?= -0,7444, P= 0,0009 - P. yoelii
17XNL e L. braziliensis). Na segunda semana, por volta do dia 10 de infecgao
malarica, a perda de massa corporal foi mais expressiva tanto no grupo de animais
monoinfectados (média= 19,27 = 0,21; P= 0,0002) quanto no de coinfectados
(média= 20,03 £ 0,73; P= 0,005), coincidindo com o pico de parasitemia. No grupo
dos animais coinfectados foi observado uma recuperacdo de massa corporal mais
rapida, e ja no dia 17 de infec¢cdo malarica eles apresentavam massa corporal (23,40
+ 1,63) semelhante ao dos camundongos controles (23,58 + 1,81) (P>0,05) e
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significativamente mais elevada que a dos camundongos monoinfectados por P.
yoelii 17XNL (20,83 £ 3,24) (P= 0,0453).

Os animais monoinfectados com L. braziliensis ndo apresentaram variacéo
significativa de massa corporal quando comparados ao grupo controle. Em relacao
ao grupo dos coinfectados, o0os animais monoinfectados com L. braziliensis
apresentaram massa corporal inferior, sendo as diferencgas significativas nos dias 34,
41, 48, 55, 62, 69 e 77 (Figura 5.5).
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Figura 5.5: Variacdo de peso em animais coinfectados com L. braziliensis e P. yoelii
em comparacdo com os animais controle e monoinfectados com P. yoelii 17XNL ou L.
braziliensis. Os asteriscos assinalam os dias em que foram encontradas diferencas
significativas entre o peso do grupo coinfectado (h=15) e o grupo controle (verde, n=10) ou
monoinfectado com P. yoelii 17XNL (vermelho, n=15) ou L. braziliensis (laranja, n=15). As
barras representam as médias = erro padrdo da média (EPM). Grafico representativo de
dois experimentos independentes.

e Mortalidade

A coinfeccéo por L. braziliensis e P. yoelii ndo provocou morte dos animais do

estudo assim como a infecgcéo exclusiva por L. braziliensis ou P. yoelii 17XNL.
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Resumo:

Os resultados obtidos sugerem que a coinfeccdo com L. braziliensis e P.
yoelii 17XNL tem um efeito benéfico* a maldria, j4 que os niveis de
parasitemias sdo mais baixos e o periodo patente é menor, determinando
uma recuperacao clinica mais rapida dos animais. Em relagdo a leishmaniose,

pudemos perceber que a coinfeccdo ndo confere efeito benéfico**.

*Estabelecemos, para esse trabalho, que a coinfeccdo com Leishmania teria um efeito
benéfico a malaria se fosse observado uma reducio de pelo menos dois dos trés
parametros avaliados (niveis de parasitemia, periodo patente e taxa de sobrevivéncia).

**Estabelecemos, para esse trabalho, que a coinfeccdo com P. yoelii teria um efeito
benéfico na leishmaniose se fosse observado uma reducido de pelo menos dois dos trés
parametros parasitolégicos ou de evolugdo da doenca avaliados (carga parasitaria,
tamanho e ulceracdo das lesoes).

=

5.1.4 Altera¢des Imunologicas

e Células CD4"

Na fase aguda da infeccdo malarica, tanto nos camundongos coinfectados
guanto nos monoinfectados com P. yoelii 17XNL foi observada uma reducédo no
percentual de células CD4" no bago nos dias 5, 10 e 17. Entretanto, nos animais
monoinfectados com L. braziliensis néo foi observado variagdo significativa no
percentual de células CD4" no decorrer da infeccdo, indicando que a infeccdo
malarica € responsavel por esse decréscimo. Notou-se também, em ambas as
infeccbes, que a reducdo do percentual de células CD4" estd inversamente
relacionada com a parasitemia (R?= -0,9747 e P= 0,0167; para ambas). No dia 77, o
percentual de células CD4" tende a ser maior no grupo monoinfectado com P. yoelii
17XNL. Nos dias 25 e 77, o percentual dessas células tende a ser maior no grupo
coinfectado quando comparados aos grupos controle e monoinfectado com L.

braziliensis (Figura 5.6).
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Figura 5.6: Comparac&o entre o percentual de células CD4" no bago de camundongos
do grupo controle, monoinfectados com P. yoelii 17XNL ou L. braziliensis e
coinfectados com L. braziliensis e P. yoelii 17XNL nos dias 5, 10, 17, 25 e 77.

e Células CD4" Produtoras de Citocinas (INF-y, IL-4 e IL-10)

Em relagdo a producéo de citocinas pelas células CD4" do baco, observamos
que na fase aguda da infeccdo malérica, tanto nos camundongos coinfectados
guanto nos monoinfectados com P. yoelii 17XNL, ocorreu um aumento expressivo
na maioria dos percentuais de células produtoras de IFN-y e IL-4 nos dias 5, 10, 17 e
25 em relacdo ao grupo controle (Figura 5.7A e 5.7B) apesar da diminuicdo do
percentual de células CD4" no baco (Figura 5.6). No grupo coinfectado, é
observado um percentual de células CD4’IL-10" consideravelmente maior do que
nos grupos monoinfectados com P. yoelii 17XNL ou L. braziliensis nos dias 5, 10 e
17 (Figura 5.7C). Entretanto, houve um decréscimo nos percentuais de células
CD4'INF-y", CD4'IL-4" e CD4'IL-10" ap6s a fase aguda da infeccdo malarica. Foi
encontrada correlacdo positiva entre o percentual de células CD4’INF-y" e
parasitemia nos grupos monoinfectado com plasmédio murino e coinfectado (R*=
0,9747 e P= 0,0167, nos dois grupos) e entre o percentual de células CD4'IL-4" e a
parasitemia no grupo coinfectado (R?= 0,9747 e P=0,0167). O percentual de células
CD4'IL-10" estava substancialmente mais elevado nos bacos dos camundongos
coinfectados quando comparado aos do grupo dos monoinfectados com P. yoelii
17XNL ou L. braziliensis nos dias 5, 10 e 17 (Figura 5.7C). Os animais
monoinfectados com L. braziliensis ndo apresentaram variagdo significativa nos
percentuais de células CD4" produtoras de IFN-y ou IL-10 no curso da infeccdo
(Figura 5.7A e 5.7B). Ja os percentuais de células CD4'IL-4" apresentaram discreto
aumento no periodo avaliado (Figura 5.7B).
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Figura 5.7: Comparacao entre o percentual de células CD4" produtoras de IFN-y (A), IL-
4 (B) e IL-10 (C) no bag¢o de camundongos do grupo controle, monoinfectados com P.

yoelii 17XNL ou L. braziliensis e coinfectado com L. braziliensis e P. yoelii 17XNL nos
dias 5, 10, 17, 25 e 77.

e Células CD4'CD25"

Ao avaliarmos o percentual de células CD4"CD25", observamos que na fase
aguda da infecgdo malérica, tanto no grupo dos camundongos coinfectados quanto
no grupo dos monoinfectados com P. yoelii 17XNL, ocorreu um aumento expressivo
nos percentuais dessas células nos dias 5, 10 e 17, em relagdo ao grupo controle.
Esse aumento parece estar associado a infeccdo malarica, pois o percentual de
células CD4'CD25" no bago dos camundongos monoinfectados com L. braziliensis
nao apresentou variacao significativa em relagdo ao grupo controle, sendo alto
apenas no dia 5. No grupo dos coinfectados observamos um decréscimo nos

percentuais dessas células apos o pico de parasitemia (dia 10) enquanto no grupo
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dos monoinfectados com P. yoelii 17XNL esses percentuais aumentaram até o 17°
dia (Figura 5.8). Além disso, foi verificado que o aumento do percentual das células

CD4'CD25" estava correlacionado positivamente com a parasitemia no grupo
coinfectado (R*= 0,9747 e P= 0,0167).

101
8 B Controle
o 61 Ml P. yoelii 1TXNL
o 3 L. braziliensis
é 7 : V72 L. braziliensis + P. yoelii 17XNL
g 2 7 r;
E , % 7
3 1 7 ;- ‘
R % 7

0- 1 . [ )

5 dias 10 dias 17 dias 25 dias 77 dias

Figura 5.8: Comparacdo entre o percentual de células CD4°'CD25" no baco de
camundongos do grupo controle, monoinfectado com P. yoelii 17XNL e coinfectado
com L. braziliensis e P. yoelii 17XNL nos dias 5, 10, 17, 25 e 77.

e Células T Reguladoras (CD4"CD25'Foxp3*)

Na fase aguda da infeccdo malarica, tanto nos camundongos coinfectados
guanto nos monoinfectados com P. yoelii 17XNL foi observado um aumento no
percentual de células CD4"CD25"Foxp3"* no bacgo nos dias 5, 10 e 17, indicando que
a infeccdo malarica € responséavel por esse aumento (Figura 5.9). O percentual
dessa populacdo de células declinou quando plasmadios ndo foram mais detectados
na corrente sanguinea, alcancando valores semelhantes aos dos controles, em
ambas as infec¢des. No grupo dos monoinfectados com L. braziliensis foi observado

um aumento percentual dessas ceélulas apenas no dia 5 em comparacdo aos
animais controle (Figura 5.9).

77



207 B Controle

Il P. yoelii 177TXNL
L. braziliensis

L. braziliensis + P. yoelit 17XNL
104
| | h
0- T . T T T hl

5 dias 10 dias 17 dias 25 dias 77 dias

154

% Células Tregs

Figura 5.9: Comparacao entre o percentual de células Tregs no baco de camundongos
do grupo controle, monoinfectado com P. yoelii 17XNL ou L. braziliensis e coinfectado
com L. braziliensis e P. yoelii 17XNL nos dias 5, 10, 17, 25 e 77.

Resumo:

O percentual de células CD4+ diminuiu apenas nos grupos coinfectados e
monoinfectado com P. yoelii 17XNL na fase aguda da infec¢do malarica,
indicando que ndo ha interferéncia da infeccdo por L. braziliensis na
frequéncia dessas células no bago. Apesar disso, o percentual de células
CD4+IFN-y* e CD4*IL-4* nos grupos coinfectados e monoinfectados com P.
yoelii 17XNL é maior do que os percentuais dos grupos controle e
monoinfectado com L. braziliensis. E interessante ressaltar que o aumento de
células CD4+IL-10* s6 é observado na coinfecg¢ao, isto é, nao ocorre aumento
na frequéncia dessas células nem na infec¢ao exclusiva por P. yoelii 17XNL e
nem na infeccdo apenas com L. braziliensis.

Em relagao as células CD4+CD25+, foi observado que o percentual dessas
células durante a infeccdo malarica nos grupos monoinfectados com
plasmodio e coinfectados é maior do que os percentuais do grupo controle.
Contudo, nos animais coinfectados a diminuicdo da frequéncia de células
CD4+CD25+* foi mais precoce.

Também foi observado um incremento percentual de células Tregs nos
grupos monoinfectados com P. yoelii 17XNL e coinfectados, indicando que a
infeccao pelo plasmddio contribui para o aumento da frequéncia dessas

células no baco em ambos os casos. H4 um aumento inicial no percentual

4

dessas células no grupo monoinfectado com L. braziliensis.
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e Células CD8"

Ao avaliarmos o percentual de células CD8", observamos que na fase aguda
da infeccdo malarica, tanto os camundongos coinfectados quanto os monoinfectados
com P. yoelii 17XNL apresentaram uma reducdo no percentual dessas células no
baco, principalmente nos dias 10 e 17, em relagdo ao grupo controle. N&o foi
encontrada correlagdo entre parasitemia e percentual de células CD8" em ambos o0s
grupos. Os animais monoinfectados com L. braziliensis ndo apresentaram variacao
significativa nos percentuais dessas células no curso da infeccdo. Na décima
primeira semana (77 dias) o percentual de células CD8" nos camundongos
coinfectados apresentava-se discretamente mais elevado do que nos grupos
controle e monoinfectados (Figura 5.10).
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Figura 5.10: Comparacdo entre o percentual de células CD8" no baco de
camundongos do grupo controle, monoinfectado com P. yoelii 17XNL ou L.

braziliensis e coinfectado com L. braziliensis e P. yoelii 17XNL nos dias 5, 10, 17, 25 e
7.

e Células CD8" Produtoras de Citocinas

Em relacdo a producdo de citocinas pelas células CD8" do bago observamos
que na fase aguda da infeccdo malarica, tanto nos camundongos coinfectados
guanto nos monoinfectados com P. yoelii 17XNL, ocorreu um aumento expressivo
nos percentuais de ceélulas produtoras de IFN-y e IL-4 nos dias 5, 10 e 17, em
relacdo ao grupo controle (Figura 5.11A e 5.11B), apesar do decréscimo do
percentual das células CD8" no baco (Figura 5.10). Os animais monoinfectados com
L. braziliensis ndo apresentaram grandes variagdes nos percentuais de células CD8"

produtoras de IFN-y, IL-4 ou IL-10 no curso da infeccao.
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A cinética do percentual de células CD8" produtoras das diferentes citocinas
variou no decorrer da infeccdo malarica. Foi observado um aumento substancial do
percentual de células CD8'IFNy' no inicio da fase aguda (5° dia),tanto na
monoinfec¢do com o plasmadio quanto na coinfecgéo, seguido de um decréscimo do
percentual dessas células. Entretanto, nos dias 10 e 17 o percentual de células
CDS8'IFNy" apresentava-se mais elevado no grupo dos coinfectados em comparagao
ao grupo dos monoinfectados (Figura 5.11A). J& o percentual de células CD8"IL-4"
apresentava-se mais elevado no grupo dos camundongos coinfectados quando
comparado com os monoinfectados com P. yoelii 17XNL, nos dias 5, 10 e 17 (Figura
5.11B). Além disso, o percentual dessas células estava positivamente
correlacionado com a parasitemia somente no grupo dos coinfectados (R?= 0,9747;
P = 0,016). Em relacdo ao percentual das células CD8"IL-10*, observamos que na
fase aguda da infeccdo malarica, somente no grupo dos monoinfectados com P.
yoelii 17XNL, ocorreu um aumento transitorio dessas células, no dia 10 (Figura
5.11C). Entre os grupos dos mono e coinfectados, observamos que no dia 10 o
percentual das células CDS8'IL-10"estava mais elevado no grupo dos
monoinfectados com P. yoeli 17XNL e no dia 77 esse percentual estava

substancialmente aumentado apenas no grupo dos coinfectados (Figura 5.11C).
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Figura 5.11: Comparagdo entre o percentual de células CD8" produtoras de IFN-y (A),
IL-4 (B) e IL-10 (C) no bag¢o de camundongos do grupo controle, monoinfectado com
P. yoelii 17XNL ou L. braziliensis e coinfectado com L. braziliensis e P. yoelii 17XNL
nos dias 5, 10, 17,25 e 77.

Resumo:

O percentual de células CD8* é menor nos grupos coinfectado e
monoinfectado com P. yoelii 17XNL na fase aguda da infec¢do malarica,
sugerindo que nao ha interferéncia da infeccdo por L. braziliensis na
frequéncia dessas células no baco. O percentual de células produtoras de [FN-
v e IL-4, entretanto, aumenta nesse periodo e é maior no grupo coinfectado
em relacdo ao controle e aos grupos monoinfectados com L. braziliensis ou
com P. yoelii 17XNL. O aumento percentual de células CD8+*IL-10+ foi
transitdrio no grupo monoinfectado com P. yoelii 17XNL durante a infec¢ao
malarica enquanto no grupo coinfectado foi observado um aumento

expressivo no percentual dessas células no dia 77.
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Resumo (continuag¢do):
E interessante ressaltar que o aumento de células CD8+IL-10* no dia 77 s6
é observado no grupo coinfectado, isto é, ndao ocorre aumento na frequéncia

dessas células nem na infeccdo exclusiva por P. yoelii 17XNL e nem na

infeccao apenas com L. braziliensis.

e Células CD14"IL-10"

A avaliacdo de células CD14"IL-10" no bago de camundongos demonstrou que
0s animais monoinfectados com P. yoelii 17XNL ndo apresentaram variacao
significativa no percentual dessas células no curso da infecgdo. Os animais
monoinfectados com L. braziliensis apresentaram um pequeno aumento percentual
de células CD14IL-10" no baco no dia 77. Ja os coinfectados apresentaram um
aumento substancial no percentual dessas células nos dias 25 e 77, quando ndo sao
mais detectadas formas sanguineas de P. yoelii 17XNL (Figura 5.12). Esse aumento
foi mais importante no dia 77 sugerindo que a coinfeccao influencie na frequéncia

dessas células no baco mais tardiamente.
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Figura 5.12: Comparacdo entre o percentual de células CD14°IL-10" no bago de
camundongos do grupo controle, monoinfectado com P. yoelii 17XNL ou L.
braziliensis e coinfectado com L. braziliensis e P. yoelii 17XNL nos dias 5, 10, 17, 25 e
77.

82



Resumo:

Em relagdo as células CD14+IL-10+, foi observado um aumento percentual
importante quando nao eram mais detectadas formas sanguineas do
plasmédio no grupo coinfectado (dias 25 e 77). No grupo monoinfectado
com L. braziliensis houve um aumento discreto no percentual dessas células
em relacdo ao controle apenas no dia 77. Juntos, esses resultados sugerem

que a coinfeccao influencie na frequéncia de células CD14+IL-10* no baco,

elevando o percentual dessas células mais tardiamente.

7

e Citocinas

A quantificacdo de citocinas seéricas demonstrou aumento dos niveis de
citocinas dos tipos Thl (IFN-y e TNF), Th2 (IL-6) e reguladora (IL-10) na fase aguda
da infeccéo (dias 5, 10 e 17) tanto no grupo dos camundongos monoinfectados com
P. yoelii 17XNL quanto no grupo dos coinfectados, quando comparados aos
controles (Tabela 5.1). Entretanto, no grupo dos coinfectados 0s niveis séricos
dessas citocinas eram mais baixos comparados aos dos monoinfectados com
plasmddio (Tabela 5.1). Em ambos os grupos, coinfectados e monoinfectados com
plasmddio, foi observado um aumento substancial dos niveis de IFN-y no inicio da
fase aguda (5° dia) seguido de um decréscimo desses niveis. O aumento dos niveis
séricos de IL-4 sO foi detectado no dia 77. Ja a concentracdo de IL-17 foi maior
préximo ao pico de parasitemia e apos a cura da infec¢do (no dia 77) tanto no grupo
dos monoinfectados com P. yoelii 17XNL guanto no grupo dos coinfectados, quando
comparados ao controle. Cabe relembrar que a negativacdo da parasitemia ocorreu
entre 0 18° e 0 22° dia de infeccéo. Entretanto, no dia 10 a concentragao de IL-17
estava menor no grupo dos coinfectados quando comparado ao grupo dos
infectados s6 com P. yoelii 17XNL. N&o foram observadas diferencas consideraveis

entre 0s grupos controle e monoinfectado com L. braziliensis.

A Tabela 5.1 resume as altera¢des nos niveis séricos das citocinas Thl, Th2,
Th17 e reguladora nos grupos monoinfectados em relagdo ao grupo controle e entre

0 grupo coinfectado e os grupos controle e monoinfectados. As concentracdes
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séricas das citocinas de cada grupo nos diferentes dias avaliados sdo apresentadas

no Anexo 3.
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Tabela 5.1: Alteracdes nos niveis séricos de citocinas observadas nos animais monoinfectados (em comparagdo com o

grupo controle) e coinfectados (em comparagdo com 0s grupos controle e monoinfectados).

IFN-y

TNF

Thi

IL-2

IL-4

Inalterado

P. yoelii L. braziliensis L. braziliensis + P. yoelii L. braziliensis + P. yoelii L. braziliensis + P. yoelii
Vs Vs Vs Vs Vs
Controle Controle Controle P. yoelii L. braziliensis
Citocinas 10 17 25 77 10 17 25 10 17

*Na tabela foram assinaladas as diferencas iguais ou superiores a 2x a concentracéo de citocina encontrada.
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Resumo:

Durante a fase aguda da malaria foi observado um aumento nos niveis
séricos de citocinas Th1l (IFN-y e TNF), Th2 (IL-6) e reguladora (IL-10)
indicando que os dois tipos de respostas sdao induzidas e reguladas na
infeccao por P. yoelii 17XNL. No grupo coinfectado, no entanto, os niveis de
IFN-y, TNF e IL-6 no inicio da infeccdo foram mais baixos do que no grupo
monoinfectado por P. yoelii 17XNL sugerindo que a infec¢ao por L. braziliensis
contribui tanto para a reducdo dos niveis de parasitemia quanto dos niveis de
citocinas pro-inflamatérias. Também foi observado um aumento de IL-17,
uma citocina da resposta Th17 que esta relacionada com a migracdao de
neutrofilos, durante a infeccdo maldrica nos grupos mono e coinfectados.
Contudo, novamente no grupo coinfectado o nivel dessa citocina é mais baixo
do que no monoinfectado por P. yoelii 17XNL.

A elevacdo da concentragao sérica de IFN-y ocorre no momento em que
também é observado aumento no percentual de células CD4* e CD8+*
produtoras de IFN-y, ou seja, durante a fase aguda da infec¢ao malarica. Nesse
periodo, as manifestagdes clinicas da maldria murina (emagrecimento e
hipotermia) sdo evidenciadas nos dois grupos, porém com menos intensidade

no grupo coinfectado.

O aumento de IL-10 no soro concorda com o aumento percentual de
células CD4+*IL-10* nos grupos mono e coinfectado que ocorre durante a
infeccao malarica. J4 o aumento do nivel sérico de IL-10 observado no dia 77
apenas no grupo coinfectado, pode estar relacionado ao aumento percentual
de células CD8*IL-10* e CD14*IL-10* que sdao encontradas nesse grupo,

provavelmente por influencia da infec¢do coinfecgao.

Nao foram observadas alteragbes nos niveis séricos de citocinas nos

y

animais monoinfectados com L. braziliensis em relacdo ao controle.

86



5.2 Influéncia da Coinfeccao por L. major e P. yoelii 17XNL
5.2.1 Alteragdes Parasitolégicas na Infec¢éo por P. yoelii 17XNL

e Parasitemia

A andlise da parasitemia realizada pelo monitoramento de distensdes
sanguineas demonstrou que a coinfeccdo ndo alterou o periodo pré-patente. As
formas sanguineas do parasito foram detectadas a partir do terceiro dia apos
infeccdo atingindo o pico maximo no dia 11 no grupo coinfectado e no dia 13 no
monoinfectado. Os animais coinfectados apresentaram parasitemia mais baixa no
dia 13 de infeccéo (P=0,0127) (Fig. 5.13).

- P yoelii 1TTXNL
-B- L. major + P. yoelii 1T7TXNL

*pP=0,0127

Parasitemia (%)

0 5 10 15 20 25 30

Dias apés infecgdo com P. yoelii 17XNL

Figura 5.13: Comparagdo entre as parasitemias dos animais monoinfectados e
coinfectados com L. major e P. yoelii 17XNL ao longo do tempo. O asterisco assinala o
dia em que houve diferenca significativa entre os grupos monoinfectado com P. yoelii 17XNL
(n=15) e coinfectado (n=15) pelo teste t de Student. As barras representam as médias * erro
padrao da média (EPM). Gréfico representativo de dois experimentos independentes.

5.2.2 Alteragdes Parasitologicas na Infecgcdo por L. major

e Avaliagcdo do Aparecimento, do Tamanho e da Evolugéo das Lesdes e
Ulceras

No curso da infeccdo com L. major as lesbes comecgaram a aparecer por volta

do 17° dia e apresentaram aumento progressivo ao longo do tempo em que foram
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acompanhadas. Nos animais coinfectados as lesdes apareceram mais tardiamente,
entre os dias 25 e 34 (Figura 5.14) e apresentaram tamanho médio
significativamente menor do que as lesdes dos animais monoinfectados com L.
major (dia 25, P=0,0173). Além disso, as lesbes dos animais coinfectados ulceraram
mais tardiamente do que as lesdes dos animais monoinfectados, com 69 e 49 dias,
respectivamente (Figura 5.14). No final do experimento, essa diferenca no tempo de
aparecimento das Ulceras pdde ser evidenciada pela proporcdo de lesdes com
Ulceras de cada grupo: 50% nos camundongos coinfectados e 100% nos
camundongos infectados apenas com L. major. A diferenca entre a proporcao de
Ulceras encontradas nesses dois grupos foi significante no Teste Exato de Fisher
nos dias 62 e 69 (P= 0,0147 e P= 0,0194) (Figura 5.14). A Prancha 2 (Anexo 2)

ilustra o aspecto das lesdes no final do periodo de estudo.
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Figura 5.14: Medida de les&o e porcentagem de lesdes Ulceras ao longo do tempo em
animais monoinfectados e coinfectados com L. major e P. yoelii 17XNL. Os valores da
medida da lesdo (em verde) estdo representados no eixo a esquerda do gréafico e a
porcentagem de lesdes ulceradas (em azul) a direita. Os asteriscos assinalam os dias em
gue houve diferenca significativa entre os grupos monoinfectado (n=15) e coinfectado (n=15)
pelo teste t de Student. As barras representam as médias * erro padrdo da média (EPM).
Graéfico representativo de dois experimentos independentes.
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e Determinagao da Carga Parasitaria

No curso da infeccdo o numero de parasitos encontrados por lesdo foi
semelhante nos grupos infectados com L. major e coinfectados. Nos dois grupos o
namero de parasitos por lesédo tendeu a aumentar com o tempo de infeccdo (Figura
5.15). No grupo monoinfectado, a carga parasitaria das lesdes tende a ser mais alta
no dia 17.
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Figura 5.15: Comparagdo entre a carga parasitaria das lesbes dos grupos
monoinfectado com L. major e coinfectado com L. major e P. yoelii 17XNL.

5.2.3 Sinais Clinicos

e Temperatura

O monitoramento da temperatura corporal demonstrou que tanto os animais
monoinfectados com P. yoelii 17XNL como os coinfectados apresentavam uma
queda da temperatura corporal (hipotermia) no curso da infeccdo malarica quando
comparados aos camundongos controles (média= 35,2°C + 0,46). No dia 13 de
infec¢@o, quando a parasitemia do grupo coinfectado € significativamente menor do
que a do monoinfectado com plasmodio (Figura 5.16), observa-se aumento da
temperatura corporal (média= 34,96°C + 0,51) em comparacdo ao grupo
monoinfectado (média= 33,16°C £ 0,31) (P= 0,0161) (Figura 5.16). Além disso, uma
correlagcdo negativa entre temperatura e parasitemia foi observada tanto no grupo
dos monoinfectados com P. yoelii 17XNL (R?*= -0,6241, P= 0,0440) quanto no dos
coinfectados (R?= -0,6422, P= 0,0368), indicando que valores de parasitemia mais
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altos estédo relacionados com o grau de hipotermia dos animais. JA4 0s animais
monoinfectados com L. major apresentaram temperaturas similares as dos controles
(média= 35,2°C + 0,58) no decorrer da infeccdo. A temperatura corporal dos
camundongos coinfectados foi mais baixa durante a fase aguda da malaria quando
comparados aos infectados apenas com L. major, principalmente nos dias 5 e 17 (P<
0,0001 para ambos) (Figura 5.16).

38+

-« [ major
- P. yoelii 1T7XNL
-k- L. major + P. yoelii 17XNL

* P=0,0161= P. yoelii 17XNL
*** P <0,0001 = L. major

Temperatura Corporal (°C)

30 T T T T 1 1
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Figura 5.16: Comparacdo entre as médias de temperatura corporal dos animais
monoinfectados e coinfectados com L. major e P. yoelii 17XNL ao longo do tempo. O
asterisco assinala o dia em que houve diferenga significativa entre 0s grupos
monoinfectados com P. yoelii 17XNL (vermelho) ou L. major (azul) e coinfectado pelo teste t
de Student. As barras representam as médias + erro padréo da média (EPM).

e Massa Corporal

A variacdo de massa corporal dos animais monoinfectados com P. yoelii
17XNL e coinfectados foi comparada com a dos animais controles ao longo do
tempo (Figura 5.17). Em ambas as infec¢des, 0os animais apresentaram uma
acentuada perda de massa corporal, compativel com a elevacdo da parasitemia
(R?= -0,7583, P= 0,0007 - P. yoelii 17XNL e R?= -0,5056 e P= 0,0457 - P. yoelii
17XNL e L. major). Por volta do 10° dia da infeccdo malarica a perda de massa
corporal foi expressiva tanto no grupo de animais monoinfectados (média=19,27 +
0,65; P= 0,0002) quanto nos coinfectados (média=19,98 + 0,81; P= 0,0041),

coincidindo com o pico de parasitemia.

Os animais monoinfectados com L. major apresentaram variagao significativa
de massa corporal quando comparados ao grupo controle (P= 0,0024),
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principalmente nos dias 10, 17, 34, 41, 48, 55, 62 e 69. Em relacdo ao grupo dos
coinfectados, os camundongos monoinfectados com L. major apresentaram massa
corporal inferior a partir do dia 25, sendo as diferencas significativas nos dias 25, 34,
41, 48 e 55 (P< 0,05, para todos) (Figura 5.17).
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Figura 5.17: Variagdo de peso em animais coinfectados com L. major e P. yoelii 17XNL
em comparacdo aos animais controle e monoinfectados com L. major ou P. yoelii
17XNL. Os asteriscos assinalam os dias em que foram encontradas diferencas significativas
entre o peso do grupo coinfectado (n=15) e o grupo controle (verde, n=10) ou monoinfectado
com P. yoelii 17XNL (vermelho, n=15) ou L. major (azul, n=15). As barras representam as
médias + erro padrdo da média (EPM). Gréfico representativo de dois experimentos
independentes.

e Mortalidade

A mortalidade, expressa como percentagem de sobrevida, apresentou perfil
diferente entre a monoinfecgcéo com P. yoelii 17XNL e a coinfec¢éo (P= 0,0408 e P=
0,0412, de acordo com os testes utilizados). Também houve diferenga significativa
entre a porcentagem de sobrevida do grupo monoinfectado com L. major e do grupo
coinfectado (P= 0,0491 e P= 0,497, de acordo com os testes utilizados). Em resumo,
no grupo coinfectado com L. major e P. yoelii 17XNL 28,6% dos animais morreram

entre os dias 7 e 9 de infeccéo (Figura 5.18).
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Figura 5.18: Curva de sobrevida de camundongos coinfectados com L. major e P.
yoelii 17XNL em comparagdo com a curva de camundongos monoinfectados com P.
yoelii 17XNL ou L. major.

Resumo:

Nossos resultados sugerem que a coinfecg¢do por L. major e P. yoelii 17XNL
ndo tem efeito benéfico* a malaria e nem contribui na recuperacao clinica
mais rapida desses animais como foi observado na coinfec¢do por L.
braziliensis. Ao contrario, a taxa de mortalidade é maior do que no grupo
monoinfectado com plasmddio, sugerindo que a infec¢do por L. major possa
estar agravando a malaria na fase inicial da doenga.

Em relacdo a leishmaniose, pudemos perceber que a coinfeccao tem efeito
benéfico**, ja que dois dos trés parametros parasitologicos avaliados

apresentavam-se reduzidos (tamanho e ulceragao das lesdes).

* Estabelecemos, para esse trabalho, que a coinfeccdo com Leishmania teria um efeito
benéfico a malaria se fosse observado uma reducio de pelo menos dois dos trés
parametros avaliados (niveis de parasitemia, periodo patente e taxa de sobrevivéncia).

**Estabelecemos, para esse trabalho, que a coinfeccdo com P. yoelii teria um efeito
benéfico na leishmaniose se fosse observado uma reducdo de pelo menos dois dos trés
parametros parasitolégicos ou de evolucdo da doencga avaliados (carga parasitaria, tamanho
e ulceragdo das lesoes).

/4
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5.2.4 Alteragdes Imunoldgicas

e Células CD4"

Na fase aguda da infeccdo malarica, tanto nos camundongos coinfectados
guanto nos monoinfectados com P. yoelii 17XNL foi observada uma redugcéo no
percentual de células CD4" no bago nos dias 10 e 17. Entretanto, nos animais
monoinfectados com L. major n&do foi observado variagéo significativa no percentual
de células CD4" no decorrer da infeccdo, indicando que a infeccdo malarica é
responsavel por esse decréscimo. Notou-se também que a reducdo do percentual
de células CD4" esta inversamente relacionada com a parasitemia (R?= -0,9747 e
P=0,0167) apenas no grupo monoinfectado com plasmaodio. No dia 77, o percentual
de células CD4" tende a ser maior nos grupos dos monoinfectados com P. yoelii

17XNL e coinfectados do que o percentual dos grupos controle e monoinfectado
com L. major (Figura 5.19).
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Figura 5.19: Comparacdo entre o percentual de células CD4" no baco de
camundongos do grupo controle, monoinfectados com P. yoelii 17XNL ou L. major e
coinfectados com L. major e P. yoelii 17XNL nos dias 5, 10, 17,25 e 77.

e Células CD4" Produtoras de Citocinas (INF-y, IL-4 e IL-10)

Em relacdo a producéo de citocinas pelas células CD4" do baco, observamos
gque na fase aguda da infeccdo malarica, tanto nos camundongos coinfectados
guanto nos monoinfectados com P. yoelii 17XNL, ocorreu um aumento nos
percentuais de células produtoras de IFN-y e IL-4 nos dias 5, 10 e 17, em relacéo ao
grupo controle (Figura 5.20A e 5.20B) apesar da diminuicdo percentual de células

CD4" no baco (Figura 5.19). Ao compararmos o0 percentual de células CD4+
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produtoras de IFN-ye IL-4 entre 0s grupos co- e monoinfectados com P. yoeli
17XNL observamos que o perfil de células CD4'IFN-y" foi semelhante entre os
grupos, porém o percentual de células CD4"IL-4" foi substancialmente menor nos
coinfectados. Apds o pico de parasitemia, ocorreu um decréscimo nos percentuais
das células CD4’INF-y" e CD4'IL-4", em ambos 0s grupos, atingindo percentuais
semelhantes aos do controle. Foi encontrada correlagao positiva entre o percentual
de células CD4*INF-y* e parasitemia nos grupos mono e coinfectados (R?= 0,9747 e
P= 0,0167, em ambos). Ja os percentuais das células CD4IL-10" apresentavam-se
substancialmente aumentados no grupo coinfectado durante a fase aguda da
malaria, principalmente nos dias 5 e 17, quando comparados aos dos grupos
controle e monoinfectados com P. yoelii 17XNL ou L. major (Figura 5.20C). Os
animais monoinfectados com L. major ndo apresentaram variacdo significativa nos
percentuais de células CD4" produtoras de IFN-y e IL-10 no curso da infeccéo,
porém foi observado um aumento do percentual de células CD4"IL-4" em relagéo ao
controle. A proporgdo de células CD4'IFN-y*, IL-4" e IL-10" apresentam niveis
semelhantes aos dos controles no dia 77 em todos os grupos (Figura 5.20A, 5.20B e
5.20C).
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Figura 5.20: Comparacao entre o percentual de células CD4" produtoras de IFN-y (A),
IL-4 (B) e IL-10 (C) no bago de camundongos do grupo controle, monoinfectados com

P. yoelii 17XNL ou L. major e coinfectado com L. major e P. yoelii 17XNL nos dias 5,
10, 17,25 e 77.

e Células CD4'CD25"

Ao avaliarmos o percentual de células CD4"CD25", observamos que na fase
aguda da infecgdo malérica, tanto no grupo dos camundongos coinfectados quanto
no grupo dos monoinfectados com P. yoelii 17XNL, ocorreu um aumento expressivo
nos percentuais dessas células nos dias 10 e 17, em relagdo ao grupo controle.
Entretanto, no grupo dos coinfectados observamos um decréscimo nos percentuais
dessas células apds o pico de parasitemia enquanto no grupo dos monoinfectados
com plasmodio esses percentuais aumentaram até o 17° dia (Figura 5.21). Além
disso, foi verificado que o aumento do percentual das células CD4"'CD25" estava

correlacionado positivamente com a parasitemia no grupo coinfectado (R?= 0,9747 e
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P= 0,0167). O percentual de células CD4'CD25" no bago dos camundongos
monoinfectados com L. major € semelhante ao do grupo controle no decorrer da
infecgao (Figura 5.21).
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Figura 5.21: Comparacdo entre o percentual de células CD4'CD25" no baco de
camundongos do grupo controle, monoinfectado com P. yoelii 17XNL ou L. major e
coinfectado com L. major e P. yoelii 17XNL nos dias 5, 10, 17, 25 e 77.

e Células T Reguladoras (CD4'CD25'Foxp3*)

Na fase aguda da infeccdo malarica, tanto nos camundongos coinfectados
guanto nos monoinfectados com P. yoelii 17XNL foi observado um aumento no
percentual de células CD4"CD25"Foxp3"* no bacgo nos dias 5, 10 e 17, indicando que
a infeccdo malarica é responséavel por esse aumento (Figura 5.22). O percentual
dessa populacdo de células declinou quando plasmadios nao foram mais detectados
na corrente sanguinea, alcancando valores semelhantes aos dos controles, em
ambas as infeccbes. Foi encontrada correlacdo positiva entre o percentual de
células Tregs e parasitemia no grupo coinfectado (R*= 0,9747 e P= 0,0167). No
grupo monoinfectado com L. major o percentual de células CD4"CD25Foxp3”™ no

baco foi semelhante ao do grupo controle no decorrer da infecgao (Figura 5.22).

96



Il Controle

Il P. yoelii 17TXNL

151 B L. major

L. major + P. yoelii 17TXNL

% Células Tregs
=

5 dias 10 dias 17 dias 77 dias

Figura 5.22: Comparagdo entre o percentual de células Tregs no bago de
camundongos do grupo controle, monoinfectado com P. yoelii 17XNL ou L. major e
coinfectado com L. major e P. yoelii 17XNL nos dias 5, 10, 17,25 e 77.

Resumo:

O percentual de células CD4+ diminuiu apenas nos grupos coinfectado e
monoinfectado com P. yoelii 17XNL na fase aguda da infec¢do malarica,
indicando que nao ha interferéncia da infec¢do por L. major (assim como por
L. braziliensis) na frequéncia dessas células no bago. Apesar disso, ocorreu
aumento do percentual de células CD4+IFN-y" e CD4+*IL-4* nos grupos
coinfectado e monoinfectado com P. yoelii 17XNL em relacao aos controles e
aos monoinfectados com L. major. Em relacao as células CD4+IL4+, o
aumento do seu percentual foi menor do que o observado na coinfec¢do por
L. braziliensis na fase aguda da infeccdo malarica. Ja o percentual de células
CD4+IL-10+* foi consideravelmente maior no grupo dos coinfectados durante
a fase aguda da malaria. Esse aumento também foi observado na coinfeccao
com L. braziliensis. E interessante observar que a cinética do percentual de
células CD4+IFN-y* nesse periodo é inversamente proporcional ao das
células CD4+IL-10+* na coinfecg¢do por L. major.

Cabe ainda ressaltar que o aumento do percentual das células CD4+IL-10+
s6 foi observado nas coinfecgdes, tanto por L. major e P. yoelii 17XNL quanto
por L. braziliensis e P. yoelii 17XNL. Isto é, o aumento do percentual dessas

células ndo ocorreu nas monoinfecgoes seja por P. yoelii 17XNL, L. major ou

4

L. braziliensis.
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Resumo (continuag¢do):

O aumento do percentual de células CD4+CD25+* durante a infeccdo pelo
plasmoédio é encontrada tanto no baco dos camundongos monoinfectados
com P. yoelii 17XNL quanto no bago dos animais coinfectados. O mesmo foi
observado na coinfec¢do com L. braziliensis.

Em relacdo as células Tregs, seu percentual estava aumentado na fase
aguda da infec¢do malarica nos grupos dos monoinfectados com P. yoelii 17
XNL e dos coinfectados com L. major ou L. braziliensis. Esses dados sugerem
que o incremento percentual de células Tregs esta relacionado a infeccao
pelo plasmédio, uma vez que a infec¢do exclusiva por L. major ou L.

braziliensis ndo é capaz de provocar aumento expressivo no percentual

dessas células.

I

e Células CD8"

Ao avaliarmos o percentual de células CD8", observamos que na fase aguda
da infec¢do malarica, tanto os camundongos coinfectados quanto os monoinfectados
com P. yoelii 17XNL apresentaram uma reducao no percentual dessas células no
baco, principalmente nos dias 10 e 17, em relacdo ao grupo controle. Na décima
primeira semana (77 dias) o percentual de células CD8" nos camundongos
coinfectados se apresenta mais elevado em relacdo aos grupos controle e
monoinfectado com plasmédio ou L. major (Figura 5.23). Nao foi encontrada
correlacdo entre parasitemia e percentual de células CD8" em ambos os grupos. Os
animais monoinfectados com L. major ndo apresentaram variacdo significativa nos

percentuais de células CD8" no curso da infecgdo (Figura 5.23).
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Figura 5.23: Comparacdo entre o percentual de células CD8" no baco de
camundongos do grupo controle, monoinfectado com P. yoelii 17XNL ou L. major e
coinfectado com L. major e P. yoelii 17XNL nos dias 5, 10, 17, 25 e 77.

e Células CD8" Produtoras de Citocinas (INF-y, IL-4 e IL-10)

Em relacdo a producdo de citocinas pelas células CD8" do bago observamos
que na fase aguda da infeccdo malérica, tanto nos camundongos coinfectados
guanto nos monoinfectados com P. yoelii 17XNL, ocorreu um aumento expressivo
nos percentuais de células produtoras de IFN-y e IL-4 nos dias 5, 10 e 17, em
relacdo ao grupo controle (Figura 5.24A e 5.24B), apesar do decréscimo do
percentual das células CD8" no baco (Figura 5.23). A cinética do percentual de
células CD8" produtoras das diferentes citocinas variou no decorrer da infecgéo
malarica. Foi observado um aumento substancial do percentual de células CD8*IFN-
v no inicio da fase aguda (5° dia)em ambas as infec¢es, seguido de um
decréscimo do percentual dessas células nos camundongos monoinfectados com P.
yoelii 17XNL. Nos dias 10 e 17, no entanto, o percentual de células CD8'IFN-y*
apresentava-se mais elevado no grupo dos coinfectados em compara¢do ao grupo
dos monoinfectados com P. yoelii 17XNL (Figura 5.24A). Ja o percentual de células
CDS8’IL-4" apresentava-se mais elevado no grupo dos camundongos coinfectados
qgquando comparado com os monoinfectados com plasmédio, nos dias 10 e 17
(Figura 5.24B). Em relacdo ao percentual das células CD8"IL-10%, observamos que
na fase aguda da infeccdo malarica, somente no grupo dos monoinfectados, ocorreu
um aumento transitorio dessas células no dia 10 (Figura 5.24C). No grupo dos
coinfectados o percentual de células CD8'IL-10" estava substancialmente elevado
no dia 77 em relacdo a todos os demais grupos (Figura 5.24C). Os animais
monoinfectados com L. major nao apresentaram variacdo significativa nos
percentuais de células CD8" produtoras de IFN-y ou IL-10 no curso da infec¢éo. Ja
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as células CD8’IL-4" apresentaram percentuais elevados em relacdo ao controle nos

dias5e 77.
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Figura 5.24: Comparacao entre o percentual de células CD8" produtoras de IFN-y (A),
IL-4 (B) e IL-10 (C) no bago de camundongos do grupo controle, monoinfectado com
P. yoelii 17XNL ou L. major e coinfectado com L. major e P. yoelii 17XNL nos dias 5,

10, 17,25e 77.
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Resumo:

A cinética do percentual de células CD8+* foi semelhante nos grupos dos
monoinfectados com P. yoelii 17XNL e coinfectados no decorrer da infec¢ao
maldrica. Esse fato sugere que nao ha interferéncia da infec¢ao por L. major
(assim como por L. braziliensis) na frequéncia dessas células no bago. Apesar
da diminuicao percentual de células CD8* no bacgo, foi observado um
aumento no percentual de células CD8*IFN-y" e CD8*IL-4+ nos dois grupos
infectados com plasmédio (mono e coinfectado). Cabe ressaltar que no
grupo dos monoinfectados o aumento no percentual das células CD8*IFN-y*
foi mais acentuado no 52 da infec¢do, seguido de um decréscimo no dia 10,
enquanto no grupo dos coinfectados os percentuais das células CD8*IFN-y+
mantiveram-se estaveis durante a fase aguda da infeccdo malarica. Ja o
percentual das células CD8+*IL-4+ apresentava-se mais elevado no grupo dos
camundongos coinfectados nos dias 10 e 17. Apesar do aumento dos
percentuais das células CD8+*INF-y+ e CD8+IL-4* parecer estar associado a
fase aguda da infec¢do maldrica, pois 0 mesmo ocorre nos camundongos
infectados apenas com P. yoelii 17XNL, observamos que os percentuais
dessas células sdo em sua maioria mais elevados no grupo dos coinfectados
(L. major e P. yoelii 17XNL).

Em relacdo as células CD8+IL-10+, seu percentual foi consideravelmente
maior no grupo dos coinfectados no dia 77. Vale lembrar que o aumento do
percentual dessas células em uma fase mais tardia também foi observado na

coinfeccdo com L. braziliensis e P. yoelii 17XNL.

e Células CD14"IL-10"

A avaliacdo de células CD147IL-10" no bago de camundongos demonstrou que

0s animais monoinfectados com P. yoelii 17XNL ndo apresentaram variacao

significativa no percentual dessas células no curso da infeccdo em relacdo ao

controle. Os monoinfectados com L. major apresentaram um pequeno aumento

percentual dessas ceélulas no dia 77. Ja os coinfectados apresentaram um aumento
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transitorio no percentual de células CD14°IL-10" no dia 5 e um aumento substancial
dessas células nos dias 25 e 77, quando ndo sdo mais detectadas formas
sanguineas de P. yoelii 17XNL (Figura 5.25). Esse aumento foi mais importante no
dia 77 sugerindo que a coinfec¢éo influencie na frequéncia dessas células no baco

mais tardiamente.
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Figura 5.25: Comparacdo entre o percentual de células CD14°IL-10" no bago de
camundongos do grupo controle, monoinfectado com P. yoelii 17XNL ou L. major e
coinfectado com L. major e P. yoelii 17XNL nos dias 5, 10, 17,25 e 77.

Resumo:

Em relacao as células CD14+IL-10+, foi observado um aumento percentual
no inicio da infeccdo pelo plasmoédio (dia 5) e quando nao sdao mais
detectadas formas sanguineas circulantes (dias 25 e 77) no grupo
coinfectado. Esse aumento foi mais importante no dia 77 sugerindo que a
coinfeccao influencie na frequéncia dessas células no bago mais tardiamente.
Também foi verificado um aumento percentual de células CD14+IL-10* no
dia 77 no grupo coinfectado com L. braziliensis, no entanto esse aumento foi

pouco menor do que o encontrado para a coinfec¢do por L. major (3,39%

contra 4,42% no grupo coinfectado com L. major).

=
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e Citocinas

A quantificacdo de citocinas séricas demonstrou aumento dos niveis de
citocinas dos tipos Thl (IFN-y e TNF) e Th2 (IL-6) e reguladora (IL-10) na fase aguda
da infeccao (dias 5, 10 e 17) tanto no grupo dos camundongos monoinfectados com
P. yoelii 17XNL quanto no grupo dos coinfectados, quando comparados aos
controles (Tabela 5.2). Entretanto, no grupo dos coinfectados os niveis séricos de
IFN-y, TNF e IL-6 no dia 5 eram mais baixos quando comparados aos dos
monoinfectados com plasmoédio (Tabela 5.5). J& no dia 10, IL-6 apresenta niveis
substancialmente mais elevados em relacdo aos camundongos monoinfectados com
P. yoelii 17XNL. Foi encontrada correlacao direta entre parasitemia e os niveis de
TNF e IL-10 no grupo coinfectado (R%*= 0,9747 e P= 0,0167, nos dois casos). Em
ambos os grupos infectados com plasmédio (mono e coinfectados) foi observado um
aumento substancial dos niveis de IFN-y no inicio da fase aguda (5° dia) seguido de
um decréscimo desses niveis. A concentracdo de IL-17 no grupo coinfectado foi
semelhante a do grupo controle e menor do que a concentracdo do grupo
monoinfectado com P. yoelii 17XNL nos dias 10, 17 e 77. Em relagdo ao grupo
monoinfectado com L. major, foi observado um aumento nos niveis séricos de IFN-y,
TNF, IL-6 e IL-10 no inicio da infeccdo. Posteriormente, foi verificada concentragao
elevada de IL-17 (dia 17) e de IL-6 (dia 77).

A Tabela 5.2 resume as alteracdes nos niveis séricos das citocinas Thl, Th2,
Th17 e reguladora nos grupos monoinfectados em relagdo ao grupo controle e entre
0 grupo coinfectado e os grupos controle e monoinfectados. As concentracdes
séricas das citocinas de cada grupo nos diferentes dias avaliados sdo apresentadas

no Anexo 3.
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Tabela 5.2: Alteracdes nos niveis séricos de citocinas observadas nos animais monoinfectados (em comparacdo com o

grupo controle) e coinfectado (em comparagdo com os grupos controles e monoinfectados).

*Na tabela foram assinaladas as diferencas iguais ou superiores a 2x a concentracéo de citocina encontrada.
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P. yoelii L. major L. major + P. yoelii L. major + P. yoelii L. major + P. yoelii
Vs Vs Vs Vs Vs
Controle Controle Controle P. yoelii L. major
Citocinas 5 10 17 25 77 5 10 17 25 7 5 10 17 25 77 5 10 17 25 77 10 17 25 77
IFN-y | 30,82x | 2,79x | 2,18 x 294x | 987x 12,85x | 3,53x 4,15 x
E TNF 7,72x | 341x | 490x 3,70 x 224x | T44x | 511x 218 x 599x | 45x
IL-2
L4 2,34 x
o
£l IL-6 551x | 291x |807x |229x | 10,19x | 2,63 x 2,26 x 3111 x | 868 x 3,87 x 10,67 x 17,06 x | 6,06 x | 2,56 x
=l L7 228 x | 3,97 x 4,24 x 243 x 2,39 x 283x | 2,78x
=
g IL-10 | 3,73x | 29x |341x |21x 2,39 x 253x | 283x | 3,3x
o
Inatterado Maior I -




Resumo:

O aumento nos niveis séricos de citocinas Th1 (IFN-y e TNF), Th2 (IL-6) e
reguladora (IL-10) indica que os dois tipos de respostas sdao induzidas e
reguladas na infecgdo por P. yoelii 17XNL. No grupo coinfectado, no entanto,
os niveis de IFN-y, TNF e IL-6 no inicio da infeccdo (dia 5) foram mais baixos
do que no grupo monoinfectado. Também foram observados niveis mais
baixos dessas citocinas na coinfec¢ao por L. braziliensis e P. yoelii 17XNL. Os
niveis séricos de IL-17 também aumentam durante a infeccdo malarica nos
dois grupos, mas na coinfec¢do a concentra¢do dessa citocina é mais baixa do
que na infeccdo exclusiva pelo plasmédio, em concordancia com o que foi

observado na coinfeccao por L. braziliensis.

O aumento de IL-10 no soro concorda com o aumento percentual de
células CD4+IL-10* nos grupos mono e coinfectado, durante a fase aguda da
infeccdo malarica. J4 o aumento do nivel sérico de IL-10 observado no dia 77
apenas no grupo coinfectado, pode estar relacionado ao crescimento
percentual de células CD8+IL-10+ e CD14+IL-10*, também observado nesse
grupo, provavelmente por influencia da infeccdo concomitante por L. major,

de forma parecida ao que ocorreu na coinfec¢do com L. braziliensis.

Na infec¢do exclusiva por L. major é observado um aumento de citocinas
Th1l (IFN-y e TNF), Th2 (IL-6) e reguladora (IL-10) e, depois, aumento de
citocinas Th17 (IL-17).
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5.3 Influéncia da Coinfeccao por L. amazonensis e P. yoelii 17XNL
5.3.1 Alteragdes Parasitolégicas na Infec¢éo por P. yoelii 17XNL

e Parasitemia

A andlise da parasitemia realizada pelo monitoramento de distensdes
sanguineas demonstrou que a coinfeccdo ndo alterou o periodo pré-patente. As
formas sanguineas do parasito foram detectadas a partir do terceiro dia apos
infeccdo atingindo o pico maximo por volta do 13° e 16° dia nos grupos dos mono e
coinfectados, respectivamente. No dia cinco de infeccdo a parasitemia do grupo
coinfectado foi maior do que a parasitemia do grupo monoinfectado (P= 0,0149).
Além disso, houve aumento do periodo patente nos camundongos coinfectados em
relacdo aos monoinfectados (Figura 5.26).

-+ P yoelii 177TXNL

-m- L. amazonensis + P.yoelii 17XNL

Parasitemia (%)

0 5 10 15 20 25 30

Dias apos infecgao com P. yoelii 17XNL

Figura 5.26: Comparagdo entre as parasitemias dos animais monoinfectados e
coinfectados com L. amazonensis e P. yoelii 17XNL ao longo do tempo. O asterisco
assinala o dia em que houve diferenca significativa entre os grupos monoinfectado (n=15) e
coinfectado (n=15) pelo teste t de Student. As barras representam as médias * erro padrao
da média (EPM). Grafico representativo de dois experimentos independentes.
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5.3.2 Alteragdes Parasitologicas na Infec¢do por L. amazonensis

e Avaliagcdo do Aparecimento, do Tamanho e da Evolucado das Lesfbes e

Ulceras

No curso da infeccdo com L. amazonensis as lesdes comegaram a aparecer
por volta do 10° dia e apresentaram aumento progressivo ao longo do tempo em que
foram acompanhadas. Nos animais coinfectados as lesbes apareceram mais
tardiamente, por volta do dia 25 (Figura 5.27) e apresentaram tamanho médio menor
do que as lesdes dos animais monoinfectados até o dia 34. A diferenca entre as
medidas observadas nos dois grupos foi estatisticamente significativa nos dias 25
(P= 0,0003) e 34 (P= 0,0300). Além disso, as lesbes dos animais coinfectados
ulceraram mais tardiamente do que as lesfes dos animais monoinfectados, com 41
e 25 dias, respectivamente. A proporcao de lesdes ulceradas nos camundongos
coinfectados foi menor até o dia 55 do experimento, porém sem diferenca estatistica

(Figura 5.27). A Prancha 3 (Anexo 2) ilustra o aspecto das lesdes no final do periodo

de estudo.
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Figura 5.27: Medida de les&o e porcentagem de lesdes Ulceras ao longo do tempo em
animais monoinfectados e coinfectados com L. amazonensis e P. yoelii 17XNL. Os
valores da medida da lesédo (em verde) estdo representados no eixo a esquerda do grafico e
a porcentagem de lesdes ulceradas (em azul) a direita. Os asteriscos assinalam os dias em
gue houve diferenca significativa entre os grupos monoinfectado (n=15) e coinfectado (n=15)
pelo teste t de Student. As barras representam as médias + erro padrdo da média (EPM).
Grafico representativo de dois experimentos independentes.
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e Determinacdo da Carga Parasitaria nas Lesdes das Orelhas

No curso da infeccdo o numero de parasitos encontrados por lesdo foi menor
no grupo coinfectado nos dias 10, 17 e 25 em comparagdo com O grupo
monoinfectado com L. amazonensis. No entanto, nos dois grupos o numero de

parasitos por lesdo aumentou com o tempo de infeccéo (Figura 5.28).
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Figura 5.28: Comparagdo entre a carga parasitaria das lesbes dos grupos
monoinfectado com L. amazonensis e coinfectado com L. amazonensis e P. yoelii
17XNL.

5.3.3 Sinais Clinicos

e Temperatura

O monitoramento da temperatura corporal demonstrou que tanto os animais
monoinfectados com P. yoelii 17XNL como os coinfectados apresentavam uma
gueda da temperatura corporal (hipotermia) no curso da infeccdo malarica quando
comparados aos camundongos controles (média= 35,2°C + 0,58). A temperatura
corporal dos animais monoinfectados com plasmddio e coinfectados alternou entre
periodos de hipotermia e normotermia durante a infeccdo malarica de forma
semelhante, porém nos dias 9 e 17 a temperatura corporal dos camundongos
monoinfectados com plasmaodio (média=34,4 °C + 0,1; média=34,02 °C £ 0,17) era
mais baixa em relagdo aos coinfectados (média=34,86 °C + 0,16; média=35,02 °C £
0,37) (P= 0,0407 e P= 0,0409, respectivamente) (Figura 5.29). Ja os animais

monoinfectados com L. amazonensis apresentaram temperaturas similares as dos
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controles (média= 35,2°C+0,58) no decorrer da infeccdo. A temperatura corporal
dos coinfectados foi mais baixa durante a fase aguda da maléria, principalmente
nos dias 5 (média=33,44 °C + 0,48) e 11 (média=33,62 °C + 0,30), quando
comparados aos infectados apenas com L. amazonensis (P< 0,0001 e P= 0,0331,

respectivamente) (Figura 5.29).
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Figura 5.29: Comparacdo entre as médias de temperatura corporal dos animais
monoinfectados e coinfectados com L. amazonensis e P. yoelii 17XNL ao longo do
tempo. Os asteriscos assinalam os dias em que houve diferenca significativa entre os
grupos monoinfectado com P. yoelii 17XNL (vermelho) ou L. amazonensis (rosa) e
coinfectado pelo teste t de Student. As barras representam as médias + erro padrdo da
média (EPM).

e Massa Corporal

A variacdo de massa corporal dos animais mono e coinfectados foi comparada
com a dos animais controles ao longo do tempo (Figura 5.30). Foi observada uma
acentuada perda de massa corporal nos animais mono e coinfectados com P. yoelii
17XNL em relacdo ao grupo controle, compativeis com a elevacdo da parasitemia
(R?=-0,7583, P= 0,0007 - P. yoelii 17 XNL e R*=-0,8277 e P< 0,0001 - P. yoelii 17
XNL e L. amazonensis). Nos dias 10 e 17, a perda de massa corporal foi expressiva
tanto no grupo de animais monoinfectados com plasmodio (média= 19,27 + 0,65 e
20,83 = 1,08; P= 0,0002 e P= 0,0373, respectivamente) quanto nos coinfectados
(média= 18,74 + 0,46 e 19,91 £ 1,34; P< 0,0001 e P= 0,0183, respectivamente),
coincidindo com o pico de parasitemia. Os animais monoinfectados com L.
amazonensis nao apresentaram variacdo significativa de massa corporal quando

comparados ao grupo controle (Figura 5.30).
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Figura 5.30: Variagcdo de peso em animais coinfectados com L. amazonensis e P.
yoelii 17XNL em comparacdo aos animais controle e monoinfectados com P. yoelii
17XNL ou L. amazonensis. Os asteriscos assinalam as semanas em que foram
encontradas diferencgas significativas entre 0 peso do grupo coinfectado (n=15) e o grupo
controle (verde, n=10) ou monoinfectado com L. amazonensis (rosa, n=15). As barras
representam as médias + erro padrdo da média (EPM). Grafico representativo de dois
experimentos independentes.

e Mortalidade

A mortalidade, expressa como percentagem de sobrevida, apresentou perfil
diferente entre as monoinfec¢des e a coinfecgdo. A comparagao entre as curvas de
sobrevida dos grupos monoinfectados com o grupo coinfectado, no entanto, néo
apontou diferenca estatisticamente significativa nos testes utilizados (Figura 5.31).
No grupo dos coinfectados com L. amazonensis e P. yoelii 17XNL 26,14% dos

animais morreram entre os dias 7 e 21 de infeccéao.
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Figura 5.31: Curva de sobrevida de camundongos coinfectados com L. amazonensis
e P. yoelii 177XNL em comparagdo com a curva de camundongos monoinfectados com
P. yoelii 17XNL ou L. amazonensis.

Resumo:

Nossos resultados sugerem que a coinfeccao com L. amazonensis e P. yoelii
17XNL ndo tem efeito benéfico® a malaria, pois o periodo patente e a
mortalidade aumentaram no grupo coinfectado. E importante lembrar que a
coinfeccdo por L. amazonensis foi a unica em que a negativacdo da
parasitemia ocorreu mais tardiamente em relacao ao grupo monoinfectado
com P. yoelii 17XNL. Ja a taxa de mortalidade foi pouco menor do que a
observada no grupo coinfectado com L. major e a maioria das mortes
ocorreu mais tardiamente. Assim sendo, nossos dados indicam que a
coinfeccao por L. amazonensis influencia de forma diferente o curso da
maldria, quando comparamos com as coinfec¢des pelas outras espécies de
leishmania avaliadas neste trabalho, de forma que a maior persisténcia dos
parasitos pode estar envolvida no agravamento da doenga em uma fase mais

tardia.

*Estabelecemos, para esse trabalho, que a coinfec¢do com Leishmania teria um efeito
benéfico a malaria se fosse observado uma reducdo de pelo menos dois dos trés
parametros avaliados (niveis de parasitemia, periodo patente e taxa de sobrevivéncia).
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Resumo (continuagdo):

Em relacdo a leishmaniose, pudemos perceber que a coinfeccdo tem um
efeito benéfico** transitdrio, ja que o tamanho médio das lesdes foi menor
até o dia 34 e a ulceras apareceram posteriormente em comparac¢ao ao
grupo monoinfectado. Além disso, a carga parasitaria das lesdes foi menor

durante a fase aguda de infeccdo malarica nos animais coinfectados.

**Estabelecemos, para esse trabalho, que a coinfeccio com P. yoelii teria um efeito
benéfico na leishmaniose se fosse observado uma reducio de pelo menos dois dos trés
parametros parasitolégicos ou de evolucao da doenga avaliados (carga parasitaria, tamanho
e ulceracdo das lesoes).

7

5.3.4 Alteragdes Imunoldgicas

e Células CD4"

Na fase aguda da infeccdo malarica, tanto nos camundongos coinfectados
guanto nos monoinfectados com P. yoelii 17XNL foi observada uma redugcéo no
percentual de células CD4" no bago nos dias 5, 10 e 17. Entretanto, nos animais
monoinfectados com L. amazonensis ndo foi observada variacdo significativa no
percentual de células CD4" no decorrer da infeccdo, indicando que a infeccdo
malarica é responsavel por esse decréscimo. No grupo coinfectado a reducdo no
percentual dessas células também foi observado no dia 25, provavelmente em
funcdo da maior persisténcia dos parasitos na circulacdo sanguinea em comparacao
com ao grupo monoinfectado. No dia 77, o percentual de células CD4" tende a ser
maior nos grupos dos monoinfectados com plasmodio e coinfectados quando

comparados ao grupo controle (Figura 5.32).
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Figura 5.32: Comparacdo entre o percentual de células CD4" no bago de
camundongos do grupo controle, monoinfectados com P. yoelii 17XNL ou L.

amazonensis e coinfectados com L. amazonensis e P. yoelii 17XNL nos dias 5, 10, 17,
25e 77.

e Células CD4" Produtoras de Citocinas (INF-y, IL-4 e IL-10)

Em relagdo a producéo de citocinas pelas células CD4" do baco, observamos
gue na fase aguda da infeccdo malarica, tanto nos camundongos coinfectados
qguanto nos monoinfectados com P. yoelii 17XNL, ocorreu um aumento nos
percentuais de células produtoras de IFN-y e IL-4 nos dias 5, 10 e 17, em relagéo ao
grupo controle (Figura 5.33A e 5.33B) apesar da diminuicdo percentual de células
CD4" no baco (Figura 5.32). No entanto, no grupo coinfectado o percentual de
células CD4" produtoras de IFN-y e IL-4 foi substancialmente maior em comparagéo
ao grupo monoinfectado. Com a negativacao da parasitemia o percentual de células
CD4’IFN-y" e CD4'IL-4" diminuiu e ficou semelhante ao do grupo controle. J& os
percentuais das células CD4’IL-10" aumentam um pouco no grupo coinfectado
durante a fase aguda da malaria, principalmente nos dias 5 e 10, quando comparado
aos dos grupos controle e monoinfectados (Figura 5.33C). Foi encontrada correlacéo
positiva entre o percentual de células CD4*INF-y* e parasitemia nos grupos mono e
coinfectados (R?= 0,9747 e P= 0,0167, nos dois grupos) e entre o percentual de
células CD4*IL-4* e parasitemia no grupo coinfectado (R?= 1,000 e P= 0,0167). Os
percentuais das células CD4"IL-10" apresentam um discreto aumento no grupo dos
coinfectados no inicio da fase aguda da maléria, principalmente nos dias 5 e 10,
enquanto nos monoinfectados um aumento é observado na fase mais tardia na
infeccdo malarica, nos dias 17 e 25 (Figura 5.33C). Os animais monoinfectados com

L. amazonensis apresentaram aumento nos percentuais de células CD4" produtoras
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de IFN-y, IL-4 e IL-10 no curso da infeccdo, sendo o aumento percentual de células
CD4"IL-10" observado apenas nos dias 25 e 77 (Figura 5.33A, 5.33B e 5.33C).
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Figura 5.33: Comparacdo entre o percentual de células CD4" produtoras de IFN-y (A),
IL-4 (B) e IL-10 (C) no ba¢co de camundongos do grupo controle, monoinfectados com
P. yoelii 17XNL ou L. amazonensis e coinfectado com L. amazonensis e P. yoelii
17XNL nos dias 5, 10, 17, 25 e 77.

e Células CD4'CD25"

Ao avaliarmos o percentual de células CD4"CD25", observamos que na fase
aguda da infec¢cdo malarica, tanto no grupo dos camundongos coinfectados quanto
no grupo dos monoinfectados com P. yoelii 17XNL, ocorreu um aumento expressivo
nos percentuais dessas células nos dias 10 e 17, em relacdo ao grupo controle. No

grupo monoinfectado com P. yoelii 17XNL foi observado, ainda, um aumento no
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percentual dessas células no dia 77 quando comparado com o controle. Entretanto,
no grupo dos coinfectados esse aumento percentual foi menor do que o observado
nos animais monoinfectados com plasmodio em todos os dias avaliados (Figura
5.34). O percentual de células CD4'CD25" no baco dos camundongos
monoinfectados com L. amazonensis & semelhante ao do grupo controle no decorrer
da infeccéo, sendo observado um pequeno aumento percentual nos dias 17 e 77
(Figura 5.34).
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Figura 5.34: Comparacdo entre o percentual de células CD4'CD25" no baco de
camundongos do grupo controle, monoinfectado com P. yoelii 17XNL ou L.
amazonensis e coinfectado com L. amazonensis e P. yoelii 17XNL nos dias 5, 10, 17,
25e77.

e Células T Reguladoras (CD4'CD25"Foxp3")

Na fase aguda da infeccdo malarica, tanto nos camundongos coinfectados
guanto nos monoinfectados com P. yoelii 17XNL foi observado um aumento no
percentual de células CD4"CD25"Foxp3”* no bago nos dias 5, 10 e 17, indicando que
a infeccdo malarica é responsavel por esse aumento (Figura 5.35). O percentual
dessa populacdo de células declinou quando plasmaodios ndo foram mais detectados
na corrente sanguinea, alcancando valores semelhantes aos dos controles, em
ambas as infec¢gbes. No grupo monoinfectado com L. amazonensis o percentual de
células CD4'CD25"Foxp3* no baco foi semelhante ao do grupo controle no decorrer
da infecgao (Figura 5.35).
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Figura 5.35: Comparacdo entre o percentual de células Tregs no baco de
camundongos do grupo controle, monoinfectado com P. yoelii 17XNL ou L.
amazonensis e coinfectado com L. amazonensis e P. yoelii 17XNL nos dias 5, 10, 17,
25e77.

Resumo:

O percentual de células CD4+ diminuiu apenas nos grupos coinfectados e
monoinfectados com P. yoelii 17XNL na fase aguda da infeccao malarica,
indicando que nao ha interferéncia da infec¢ao por L. amazonensis (assim
como por L. braziliensis e L. major) na frequéncia dessas células no baco.
Apesar disso, ocorreu um substancial aumento das células CD4*IFNy+ e
CD4+IL4+ nos grupos coinfectado e monoinfectado com P. yoelii 17XNL
durante a fase aguda da infeccdo malarica, sendo esse aumento mais
exacerbado no grupo dos coinfectados (perfil semelhante foi observado na
coinfeccdo com L. braziliensis). J& o aumento do percentual de células
CD4+IL10+, apresentou um perfil diferente e ndo foi tdo expressivo na fase
aguda da infeccdo malarica quanto o observado nas coinfec¢des por L.
braziliensis e L. major. Cabe ressaltar que a infeccdo exclusiva por L.
amazonensis é a Unica na qual foi verificado aumento marcante no
percentual de células CD4+IL-10* nos dias 25 e 77.

O percentual de células CD4+CD25* aumenta durante a fase aguda da
infeccdo maldrica nos animais monoinfectados com P. yoelii 17XNL e
coinfectados. Resultados semelhantes foram observados nas coinfec¢des

com L. braziliensis e L. major.
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Resumo (continuag¢do):

O incremento percentual de células Tregs observado no grupo coinfectado
esta relacionado a infeccao pelo plasmédio, uma vez que a infecgdo exclusiva
por L. amazonensis nao é capaz de provocar aumento expressivo no
percentual dessas células. O mesmo foi observado nas coinfec¢des com as

outras espécies de leishmania (L. braziliensis e L. major) avaliadas neste

estudo.

e Células CD8"

Ao avaliarmos o percentual de células CD8", observamos que na fase aguda
da infeccdo malarica tanto os camundongos coinfectados quanto os monoinfectados
com P. yoelii 17XNL apresentaram uma reducdo no percentual dessas células no
baco em relagcdo ao grupo controle (Figura 5.36). Contudo, n&do foi encontrada
correlacdo entre parasitemia e percentual de células CD8" em ambos os grupos. No
dia 77, o percentual de células CD8" nos camundongos coinfectados se apresentou
mais elevado em comparagdo aos grupos controle e monoinfectados. Os animais
monoinfectados com L. amazonensis ndo apresentaram variagdo significativa nos

percentuais dessas células no curso da infeccdo (Figura 5.36).
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Figura 5.36: Comparacdo entre o percentual de células CD8" no baco de
camundongos do grupo controle, monoinfectado com P. yoelii 17XNL ou L.

amazonensis e coinfectado com L. amazonensis e P. yoelii 17XNL nos dias 5, 10, 17,
25e 77.
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e Células CD8" Produtoras de Citocinas (INF-y, IL-4 e IL-10)

Em relacio as células CD8" produtoras de citocinas, observamos que na fase
aguda da infeccdo malarica, tanto nos camundongos coinfectados quanto nos
monoinfectados com P. yoelii 17XNL, ocorreu um aumento expressivo de células
produtoras de IFN-y e IL-4 nos dias 5, 10, 17 e 77 em relagdo ao grupo controle
(Figura 5.37A e 5.37B), apesar do decréscimo do percentual das células CD8" no
baco (Figura 5.36). A cinética do percentual de células CD8" produtoras das
diferentes citocinas variou no decorrer da infeccdo malarica: foi observado um
aumento substancial do percentual de células CD8IFNy" no inicio da fase aguda (5°
dia), em ambas as infec¢des, seguido de um decréscimo do percentual dessas
células nos camundongos monoinfectados com P. yoelii 17XNL. O aumento
substancial do percentual de células CD8*INF-y" no 5° dia, parece estar associado
ndo s6 ao inicio da fase aguda da infeccdo malérica, pois 0 mesmo ocorre nos
camundongos infectados apenas com P. yoelii 17XNL, como demonstrado na Figura
5.37A, mas também ao aumento observado na infecgdo exclusiva por L.
amazonensis. Nos dias 5, 10 e 17 o percentual de células CD8'IFN-y" apresentava-
se mais elevado no grupo dos coinfectados em comparacdo ao grupo dos
monoinfectados com plasmédio (Figura 5.37A). Ja o percentual de células CD8"IL-4"
apresentava-se mais elevado no grupo dos camundongos coinfectados quando
comparado com os monoinfectados, nos dias 5 e 25 (Figura 5.37B). Em relacdo ao
percentual das células CD8'IL-10*, observamos que na fase aguda da infeccéo
malarica, somente no grupo dos coinfectados, ocorreu um aumento importante
dessas células nos dias 5 e 77 em relacdo aos demais grupos (controle e
monoinfectados) (Figura 5.37C). Os animais monoinfectados com L. amazonensis
apresentaram aumento significativo nos percentuais de células CD8" produtoras de
IFN-y, IL-4 ou IL-10 no curso da infeccdo, sendo o aumento de células CD8"IL-10"
limitado aos dias 5, 10 e 17. No dia 77, o aumento percentual de células CD8*IFN-y"

e CD8"IL-4" no grupo monoinfectado com L. amazonensis foi mais expressivo.
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Figura 5.37: Comparacao entre o percentual de células CD8" produtoras de IFN-y (A),
IL-4 (B) e IL-10 (C) no bago de camundongos do grupo controle, monoinfectado com
P. yoelii 17XNL ou L. amazonensis e coinfectado com L. amazonensis e P. yoelii
17XNL nos dias 5, 10, 17, 25 e 77.
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Resumo:

O percentual de células CD8+ diminuiu apenas nos grupos coinfectado e
monoinfectado com P. yoelii 17XNL na fase aguda da infec¢do malarica,
sugerindo ndo haver interferéncia da infeccdo por L. amazonensis (assim
com por L. braziliensis e L. major) na frequéncia dessas células no bago. O
percentual de células CD8* produtoras das citocinas IFN-y e IL-4, no entanto,
aumentou nos dois grupos infectados com plasmédio (mono e coinfectado).
O aumento do percentual de células CD8+IL-4* nas coinfeccdes por L.
braziliensis e L. major foi mais expressivo, principalmente nos dias 10 e 17
da infec¢do malarica, em relacao a coinfeccdo por L. amazonensis.

O aumento no percentual de células CD8*IL-10* nos dias 5, 10 e 17 s6 foi
observado no grupo coinfectado com L. amazonensis (ndo ocorreu nas
coinfecgdes com L. braziliensis ou L. major). Provavelmente isso ocorre por
influencia da infeccdo por L. amazonensis ja que esse aumento também foi
observado no grupo monoinfectado por esse protozoario. No dia 77, o
percentual de células CD8*IL-10* foi consideravelmente mais elevado no

grupo dos coinfectados. A elevacao da proporg¢do dessas células no bago no

dia 77 também foi observada na coinfec¢ao com L. braziliensis e L. major.

4

e Células CD14%IL-10"

A avaliacdo de células CD147IL-10" no bago de camundongos demonstrou que
0s animais monoinfectados com P. yoelii 17XNL ndo apresentaram variacao
significativa no percentual dessas células no curso da infeccdo em relacdo ao
controle. Os monoinfectados com L. amazonensis apresentaram um aumento
percentual dessas células nos dias 25 e 77. Ja os coinfectados apresentaram um
aumento transitério no percentual de células CD14°IL-10" no dia 10 e um aumento
substancial dessas células no dia 77, quando ndo sdo mais detectadas formas
sanguineas de P. yoelii 17XNL (Figura 5.38), sugerindo que a coinfeccéo influencie

no aumento da frequéncia dessas células no baco mais tardiamente.
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Figura 5.38: Comparacdo entre o percentual de células CD14IL-10" no baco de
camundongos do grupo controle, monoinfectado com P. yoelii 17XNL ou L.
amazonensis e coinfectado com L. amazonensis e P. yoelii 17XNL nos dias 5, 10, 17,
25e 77.

Resumo:

Foi observado um aumento percentual de células CD14+IL-10* quando
nao sao mais detectadas formas sanguineas circulantes de P. yoelii 17XNL
(dia 77) no grupo coinfectado. No grupo monoinfectado com L. amazonensis
houve um aumento no percentual dessas células era maior em relacao ao
controle nos dias 25 e 77. Juntos, esses resultados sugerem que a coinfeccao
influencia no aumento da frequéncia de células CD14+IL-10* no bago mais
tardiamente. Também foi verificado um aumento percentual de células

CD14+IL-10* no dia 77 nos grupos coinfectados com as outras espécies de

leishmania (L. braziliensis e L. major).

-

e Citocinas

A quantificacdo de citocinas séricas demonstrou aumento dos niveis de
citocinas dos tipos Thl (IFN-y e TNF), Th2 (IL-6) e reguladora (IL-10) na fase aguda
da infeccao (dias 5, 10 e 17) tanto no grupo dos camundongos monoinfectados com
P. yoelii 17XNL quanto no grupo dos coinfectados, quando comparados aos
controles (Tabela 5.3). Em ambos os grupos, coinfectado e monoinfectado com
plasmaodio, foi observado um aumento substancial dos niveis de IFN-y no inicio da

fase aguda (5° dia) seguido de um decréscimo desses niveis. A concentracdo de IL-
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17 no grupo coinfectado foi aproximadamente igual a do grupo controle, exceto no
dia 77 no qual foi detectado aumento nos niveis séricos da citocina. Em relagédo ao
grupo monoinfectado com P. yoelii 17XNL, os niveis séricos de IL-17 nos animais
coinfectados eram mais baixos nos dias 10 e 17. Foi observado que o0s niveis
séricos de IL-6 no grupo monoinfectado com L. amazonensis eram mais elevados

que o do grupo controle.

A Tabela 5.3 resume as altera¢cdes nos niveis séricos das citocinas Thl, Th2,
Th17 e reguladora nos grupos monoinfectados em relagdo ao grupo controle e entre
o0 grupo coinfectado e os grupos controle e monoinfectados. As concentracdes
séricas das citocinas de cada grupo nos diferentes dias avaliados sdo apresentadas

no Anexo 3.

122



Tabela 5.3: Alteracdes nos niveis séricos de citocinas observadas nos animais monoinfectados (em comparagdo com o

grupo controle) e coinfectados (em comparagdo com 0s grupos controle e monoinfectados).

P. yoelii L. amazonensis L. amazonensis + P. yoelii L. amazonensis + P. yoelii L. amazonensis + P. yoelii
Vs Vs Vs Vs Vs
Controle Controle Controle P. yoelii L. amazonensis

Citocinas 5 10 17 25 77 5 10 17 25 77 5 10 17 25 77 5 10 17 25 77

IFN-y

Inalterado

*Na tabela foram assinaladas as diferengas iguais ou superiores a 2x a concentra¢do de citocina encontrada.
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Resumo:

O aumento nos niveis séricos de citocinas Th1 (IFN-y e TNF), Th2 (IL-6) e
reguladora (IL-10) indica que os dois tipos de respostas sdo induzidas e
reguladas na infeccdo por P. yoelii 17XNL. No grupo coinfectado com L.
amazonensis nao foram verificados niveis mais baixos de IFN-y, TNF e IL-6 em
relacdo ao grupo monoinfectado com P. yoelli 17XNL no dia 5, como
aconteceu nas coinfec¢des por outras espécies de leishmania (L. braziliensis e

L. major).

Os niveis séricos de IL-17 também aumentam durante a infeccao malarica,
mas no grupo coinfectado a concentracao dessa citocina é mais baixa do que
na infeccao exclusiva pelo plasmoédio, em concordancia com o que foi

encontrado na coinfec¢do por L. braziliensis e L. major.

O grupo monoinfectado com L. amazonensis apresentou niveis de IL-6

4

mais elevados que o grupo controle.
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6- Discussao

A coinfeccdo humana por multiplas espécies de parasitos na natureza €
frequentemente observada e, recentemente, estudos epidemioldgicos indicam que
essa complexa interacdo representa um desafio na ecologia de parasitos e na saude
humana. No modelo murino, ha evidéncias de que animais infectados
concomitantemente com L. mexicana amazonensis e P. yoelii 17XNL apresentam
um aumento na severidade e susceptibilidade as duas infeccbes (210, 212). No
entanto, a avaliacdo dos efeitos decorrentes da coinfeccdo com malaria € limitada a
poucos trabalhos.

O modelo experimental de infeccdo com P. yoelii 17XNL em camundongos
BALB/c é caracterizado por infeccfes ndo-letais que cursam com aumento
progressivo de parasitemia até, aproximadamente, o 12° dia de infec¢cdo. Em
seguida, ocorre rapida diminuicdo e negativacdo da parasitemia em torno do 20° dia
(62). A resposta imune ao estagio eritrocitico da malaria em camundongos é
marcada pelo desenvolvimento de uma intensa resposta celular, tanto Thl quanto
Th2 (62). Ao mesmo tempo, a resposta pro-inflamatoria precisa ser estritamente
regulada a fim de prevenir o aparecimento de complica¢cdes imunomediadas. Nesse
sentido, destaca-se o papel das células Tregs e das citocinas IL-10 e TGF-$ (79, 86,
87, 88).

No nosso estudo verificamos, como esperado, que a infeccdo de camundongos
BALB/c fémeas com P. yoelii 17XNL causa uma infec¢cdo nao-letal, que cursa com
aumento de parasitemia até o dia 13 de infeccdo. Nos dias subsequentes, ocorre
uma acentuada reducao da parasitemia até a negativacao, por volta do 21° dia apés
infeccdo. Nesse periodo foi observada perda de massa corporal e hipotermia nos
animais, em concordancia com o que é relatado na literatura para este modelo (68).
Nos animais coinfectados com L. braziliensis foi observado que os camundongos
apresentavam parasitemias médias mais baixas nos dias proximos ao pico de
parasitemia e que a recuperacéo clinica dos animais foi mais precoce em relacéo ao
grupo infectado apenas com P. yoelii 17XNL. Ja nas coinfec¢bes com L. major e L.
amazonensis 0s animais apresentaram taxas de mortalidade em torno de 28% e, no

caso da coinfeccdo por L. amazonensis foi verificado, ainda, uma maior persisténcia
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de parasitos na circulacdo sanguinea. Coleman e colaboradores, ao estudarem a
infeccdo concomitante com P. yoelii 177XNL e L. amazonensis em camundongos
C57BL/6, mostrou um aumento de parasitemia do P. yoelii 17XNL quando L.
amazonensis foi inoculada 2 dias, 3 semanas ou 12 semanas antes da inoculagao
do plasmoédio (210). Resultados semelhantes foram obtidos pelo mesmo grupo
utilizando, desta vez, uma linhagem de camundongo suscetivel a leishmaniose
(BALB/c). Foi observado nesse trabalho e confirmado no nosso, que a mortalidade
dos animais aumenta durante a fase aguda da malaria quando o inéculo do
plasmodio é realizado poucos dias depois da infeccdo por leishméania e que a
negativagdo da parasitemia ocorre mais tardiamente nos animais coinfectados
guando comparado aos infectados apenas com P. yoelii 17XNL (212), sugerindo que

a coinfeccdo com leishmania, nessas condicfes, agravaria o curso da malaria.

A infeccdo subcutanea com L. major em camundongos da linhagem BALB/c é o
modelo mais bem estudado de doenca crénica que envolve a ativacao de células T
CD4" (213, 214), tendo sido o que primeiramente descreveu, na década de 80, a
dicotomia de células CD4 Thl e Th2. Atualmente, sabe-se que camundongos
BALB/c sao susceptiveis a infeccéo tanto por L. major quanto por L. amazonensis e
desenvolvem resposta imune predominantemente do tipo Th2. No entanto, quando
infectados com L. braziliensis desenvolvem doenca autolimitada devido ao equilibrio
entre as respostas Thl e Th2, de forma que a infecgcdo subcutanea por L.
braziliensis ndo resulta em infeccdo e apresenta apenas pequenos edemas que logo
em seguida desaparecem. Em funcéo das limitacGes da infeccdo subcutanea com L.
braziliensis e da importancia do estudo desta espécie que é a mais prevalente no
territorio brasileiro, optamos pela infec¢ao intradérmica na orelha. Esse modelo tem
como vantagens o fato de ser mais semelhante a infec¢cdo natural e apresentar
desfecho clinico nos animais semelhante ao observado nos seres humanos,
principalmente em relagdo ao aparecimento de ulceras na lesdo, persisténcia do
parasito e resposta imune (162). Apesar do modelo de infec¢ao intradérmica ter sido
inicialmente desenvolvido e mais aplicado em infecgbes com L. major (161, 215,
216), atualmente ele também vem sendo utilizado em estudos com outras espécies
de leishméania, tais como L. braziliensis e L. amazonensis, justamente por ser mais
parecido com a infec¢cdo natural (162, 217). ApGs um rigoroso levantamento na
literatura, e com o intuito de garantir que as infecgcbes com as 3 diferentes espécies

de leishméanias por noés utilizadas originassem lesdes com evolucdo semelhante e
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pudessem ser acompanhadas pelo mesmo periodo de tempo, utilizamos inodculos de

L. major e L. amazonensis 10 vezes menores do que o inéculo de L. braziliensis.

As lesBes dos animais coinfectados com P. yoelii 17XNL e L. braziliensis, L.
major ou L. amazonensis demoraram mais para aparecer e apresentaram tamanho
médio menor do que as lesdes dos animais monoinfectados, pelo menos nos
primeiros 20 dias apoés infeccdo. Na coinfeccdo por L. major e L. amazonensis o
aparecimento de Ulceras também ocorreu mais tardiamente, sendo que na
coinfecgéo por L. major o percentual de lesbes ulceradas tendeu a ser menor até o
final do periodo de acompanhamento dos animais, indicando que a infeccéo
simultanea pelo plasmadio pode atrasar o desenvolvimento das lesées. No trabalho
de Coleman de 1988, as lesGes causadas por L. amazonensis se mostraram
aumentadas nos camundongos concomitantemente infectados com P. yoelii 17XNL

em comparacado com camundongos infectados apenas com L. amazonensis (212).

A contradicdo existente entre os dois resultados pode, no entanto, ser
explicada por diferencas na via e no niumero de parasitos de Leishmania inoculados.
A mudanca da via subcutanea para a via intradérmica induz um tipo de resposta
imune celular diferente, ja que na pele sdo encontradas células especializadas, tais
como queratindcitos, células dendriticas dérmicas e células de Langerhans, que nédo
estdo presentes no tecido subcutaneo (125-127). Diversos trabalhos também
apontam a mudanca do tipo de resposta imune gerada em funcdo do numero de
parasitos inoculados. Em estudos de infeccdo subcutanea com L. major em
camundongos suscetiveis (BALB/c) foi observado que doses pequenas do parasito
determinam uma resposta predominantemente Thl que converte o fenétipo de
suscetibilidade ao de resisténcia (218-220). J&A no modelo de infeccao intradérmica
com inoculos de baixa concentracdo de parasitos (10-1000 por inéculo) de L. major
ou L. amazonensis foram detectadas tanto citocinas Th1(IFN-y) quanto citocinas Th2
(IL-4, I1L-13 e IL-10) no baco e linfonodo de drenagem dos animais que
apresentaram sinais clinicos de infec¢do (217), mostrando que existem diferencas
em relagdo ao tipo de resposta imune induzida de acordo com a via e o numero de

parasitos inoculados.

Estudos no modelo de maléria murina e em humanos indicam gue as citocinas
junto com as células T, células NK e macréfagos contribuem tanto para o controle da

infeccdo malarica quanto para a persisténcia e aumento da parasitemia. O equilibrio
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entre as citocinas Thl e Th2 parece ser crucial no controle dos sintomas clinicos da
doenca, livrando o hospedeiro do desenvolvimento dos quadros graves ou
moderados da infeccao.

A avaliagdo da resposta imune dos animais monoinfectados com P. yoelii
17XNL e coinfectados mostrou haver uma reducdo importante no percentual de
células CD4" e CD8" no bago dos animais, aparentemente relacionada com os
niveis de parasitemia. Estudos em diferentes modelos murinos para a maléaria
verificaram que a reducdo no percentual de células CD4" e CD8" se deve a
apoptose dessas células (221-223). Uma possivel explicacdo para esse fenébmeno é
que antigenos liberados pelo parasito possam induzir a apoptose dos esplendcitos
(224). O aumento da apoptose de linfécitos € um fendmeno encontrado em uma
série de infec¢cdes como, por exemplo, em citomegalovirus, Trypanosoma cruzi,
Toxoplasma gondii, Schistosoma mansoni e Mycobacterium avium (221), e pode ser
considerado um mecanismo de escape do parasito ou de regulacdo da resposta
imune pelo hospedeiro (225, 226).

Apesar da reducéo no percentual de células CD4" observado na fase aguda da
infeccdo malarica, o percentual de células produtoras de IFN-y aumenta nos grupos
mono e coinfectados por P. yoelii 17XNL. O aumento no percentual dessas células
ja foi demonstrado em diferentes modelos murinos experimentais e esta relacionado
aos niveis de parasitemia e com o desenvolvimento de uma resposta que controla a
replicacdo do parasito na fase aguda da infeccdo (81, 227-229). Também foi
observado um aumento no percentual de células CD4'IL-4" nos grupo mono e
coinfectados com o plasmddio murino na fase aguda da infeccdo malarica em
relagdo ao grupo controle em concordancia com o que é relatado nas infecgdes
malaricas murinas de outros trabalhos (227, 229). Contudo, o aumento percentual
observado no grupo coinfectado com L. major foi menor do que o observado na
infecg@o apenas com P. yoelii 17XNL e nas coinfecgbes com as outras espécies de

leishméania (L. braziliensis e L. amazonensis).

Além do aumento no percentual de células CD4" produtoras de IFN-y e IL-4 nos
animais coinfectados, observamos um aumento da frequéncia de células CD4"IL-10"
no baco dos animais coinfectados, principalmente com L. braziliensis ou L. major,
em relacdo aos grupos controle e monoinfectados com plasmédio ou leishméania. O

aumento percentual de células CD4%IL-10" no baco de camundongos durante a
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infeccdo malérica ja foi mostrado em infeccées por P. chabaudi AS (230). Nesse
trabalho, foi verificado que no dia 5 de infeccdo a populagdo de células CD4"
correspondia a cerca de 50% do total de células secretoras de IL-10 no bacgo (dentre
as células CD4", CD8", B, NK e NKT avaliadas) e que nos dias 15, 20 e 30 ap0s a
infeccdo, esse percentual aumentava para 70% (230), ressaltando a importancia
dessas células como as principais produtoras de IL-10 nesse 6rgdo. Sabe-se, no
entanto, que diferentes populagdes de células T CD4" (Thl, Th2 e Th17) assim
como células Tregs naturais e adaptativas (Trl) sdo capazes de produzir IL-10 (231-
234). Na infecgdo com P. chabaudi AS a populacdo de células CD4" produtora de IL-
10" foi caracterizada como uma populacdo de células predominantemente Thl, pois
também eram IFN-y*. No nosso estudo, em nenhum dos grupos (monoinfectados ou
coinfectados) foi verificada a presenca de células triplo positivas CD4'IL-10"IFN-y"
ou CD4’IL-107IL-4", indicando que a populacdo celular de células CD4IL-10" que
encontramos com maior frequéncia nos grupos dos animais coinfectados néo era do

tipo Thl e nem do tipo Th2 (dados néo apresentados).

No modelo de infeccdo de camundongos C57BL/6 com P. yoelii 17XNL e 17XL,
Couper e colaboradores verificaram que a producdo de IL-10 por células Tregs
(CD4"CD25"Foxp3™) ndo influenciava significativamente no curso da infeccdo com a
cepa letal de P. yoelii. Ao contrario, foi constatado que células CD4" produtoras de
IL-10 que sdo CD25", Foxp3’, CD127 e que nao produzem citocinas Thl, Th2 ou
Thl7, geradas durante a infeccdo com cepas letais e ndo-letal de P. yoelii é que
estavam associadas a diminuicdo da resposta pro-inflamatéria (234). Essas células
T CD4" produtoras de IL-10 induzidas pela infeccdo com P. yoelii 177XNL ou 17XL
caracterizadas no trabalho de Couper se enquadravam na definicdo de células Tregs
adaptativas ou Trl (234, 235).

No nosso estudo, durante a infecgdo malarica os animais coinfectados com L.
braziliensis ou L. major apresentaram um aumento significativo no percentual de
células CD4IL-10", que ndo s&o Thl e nem Th2. Ao mesmo tempo, foram
observados niveis séricos das citocinas IFN-y, TNF e IL-6 mais baixos em
comparacdo com a infec¢do exclusiva pelo plasmédio murino, sugerindo um papel
importante dessas ceélulas na regulacéo da resposta pro-inflamatoria nesses grupos.
Ja na coinfeccdo por L. amazonensis e P. yoelii 17XNL nao foi observado aumento
importante nos percentuais de células CD4IL-10", assim como na monoinfecgdo

com P. yoelii 17XNL. Da mesma forma, os niveis de citocinas pro-inflamatoérias no
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grupo coinfectado com L. amazonensis foram semelhantes aos encontrados na
infeccdo exclusiva pelo plasmaddio, indicando que quando o percentual de células
CD4"IL-10" n&o ¢é alterado os niveis de citocinas pré-inflamatérias também néo se
modificam. Ao avaliar a populacédo de células Tregs verificamos que a frequéncia
dessas células aumentava durante a infeccdo malarica nos grupos mono e
coinfectados de forma semelhante, indicando que essas células provavelmente ndo
estdo envolvidas na reducao dos niveis séricos de IFN-y, TNF e IL-6 observados nos
grupos coinfectados por P. yoelii e L. braziliensis ou L. major. De certa forma, os
resultados obtidos no presente estudo concordam com aqueles encontrados por
Couper e colaboradores, ja que também no nosso estudo as células Tregs naturais
aparentemente ndo estao influenciando nos niveis de citocinas pré-inflamatdérias,
mas € possivel que a populacdo de células CD4'IL-10" encontradas com maior
frequéncia no grupo coinfectados por P. yoelii e L. braziliensis ou L. major esteja
contribuindo para a reducdo dos niveis dessas citocinas. No entanto, € preciso

avaliar se essas células CD4*IL-10" sdo células Tr1l.

Apesar da importancia das células Tregs produtoras de IL-10 no controle de
imunopatologias durante a infeccdo malarica ter sido questionado recentemente
(234), o papel dessas células como moduladoras da resposta pré-inflamatéria ndo
pode ser negado. Em estudos com modelo de maléria cerebral foi observado que a
expansdo do numero de células Tregs exerce um papel protetor evitando o
desenvolvimento dessa patologia por um mecanismo celular dependente de CTLA-4
(proteina 4 associada a citotoxicidade de linfocitos T) ao invés de IL-10 (236). A
cinética das células Tregs foi bastante estudada em infecgBes com P. yoelii 17XNL e
XL sendo observado que ocorre um aumento transiente no percentual dessas
células durante o inicio da infecgcdo maléarica, mas em infecgdes letais esse aumento
pode perdurar por mais tempo (237). Em infec¢cbes com P. chabaudi foi visto que as
células Tregs naturais se localizam preferencialmente no baco e ndo no linfonodo ou
sangue, ressaltando a importancia desse 6rgdo na resposta imune durante a fase
eritrocitica da doenca (58). Como a malaria, outras infec¢des como: HIV, M.
tuberculosis, helmintos e leishmania podem aumentar o nimero de células Tregs
(237). No que diz respeito a infecgéo por Plasmodium ou Leishmania foi observado
gque ambos os parasitos podem ativar a produgcédo de TGF-f (238, 239). Como o
TGF-B é uma molécula que estimula a diferenciacdo das células Tregs (237), €

possivel que a coinfec¢cdo por esses dois parasitos contribua para o aumento da
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frequéncia de células Tregs. De fato, observamos em nosso estudo um aumento no
percentual de células Tregs durante a infeccdo malarica nos grupos mono e
coinfectados com Leishmania em relagdo ao controle, porém nos grupos
coinfectados esse aumento foi maior do que o do grupo infectado apenas com P.
yoelii 17XNL somente no dia 10 de infeccdo. Nos grupos monoinfectados com
Leishmania sp. o0 aumento na frequéncia de células Tregs em relacao ao controle foi

observado em alguns dias apenas.

Embora a deplecio de células T CD25" seja bastante utilizada no estudo das
células Tregs durante a infeccdo malarica experimental, sabe-se que esta estratégia
é insuficiente para compreender o real papel dessas células, j& que algumas células
Tregs sdo CD25" e células T ativadas e efetoras também expressam essa molécula
(240). Ao avaliarmos o percentual de células CD4"CD25" percebemos que houve
um aumento na frequéncia dessas células durante a fase aguda da malaria nos
grupos monoinfectados com plasmaddio e coinfectados. Esse aumento pode estar
relacionado com a ativacdo dessas células no baco devido ao aumento da
parasitemia. De forma semelhante, Lepenies e colaboradores verificaram um
aumento percentual de células CD4"'CD25" no baco de camundongos da linhagem
BALB/c no sexto dia ap0s infeccdo com P. yoelii 17XNL (241). Na linhagem C57BL/6
o mesmo foi observado em infec¢cdes com a cepa letal (17XL) e ndo-letal (17XNL) de
P. yoelii (242). Na infecg&o exclusiva por Leishmania sp. ndo foi notado um aumento
expressivo no percentual dessas células no baco. Isso pode ser explicado pelo fato
da leishmaniose causada por L. braziliensis, L. major e L. amazonensis determinar

uma lesdo cuténea localizada ao invés de uma infeccdo sistémica como a malaria.

O papel das células T CD8" na imunidade a malaria durante a fase eritrocitica
foi bastante questionado por causa da inexisténcia de moléculas de MHC de classe |
na superficie dos eritrocitos parasitados. No entanto, foi demonstrado no modelo
murino, que durante a fase eritrocitica da infeccdo células CD8" especificas sdo
geradas apos apresentagdo cruzada por células dendriticas (243). No nosso estudo,
foi verificado que, apesar da redugdo no percentual de células CD8" no baco durante
a infeccdo malarica, ocorreu um aumento no percentual de células CD8*IFN-y" nos
grupos monoinfectados com plasmédio e coinfectados com Leishmania sp.. O
aumento no percentual de células CD8" produtoras de IFN-yna maléria ja foi
demonstrado em trabalhos anteriores nas infec¢gbes experimentais com P. chabaudi

e com P. yoelii 17XL (244, 245). Essas células aparentemente exercem um papel
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importante na imunidade a malaria durante a fase eritrocitica através da ativacao de
macrofagos, via liberacdo de IFN-y, levando-os a fagocitar eritrécitos infectados
(245). O aumento no percentual de células CD8'IFN-y* também pode estar
contribuindo no controle do desenvolvimento das lesdes cutaneas de Leishmania sp.
nos animais dos grupos coinfectados, j& que essas lesGes apresentaram tamanho
médio menor do que as lesbes dos animais monoinfectados, pelo menos durante o
periodo de infeccdo maléarica. Possivelmente, o aumento percentual de células
CD8'IFN-y" observado nos camundongos coinfectados, e que foi na maioria das
vezes superior ao aumento do grupo monoinfectado com plasmaédio ou leishmania,
contribui para a ativacdo classica de macréfagos. Macréfagos ativados pela via
classica (M1), ou seja, por IFN-y apresentam um aumento da enzima oOxido nitrico
sintase induzida (iNOS) com producdo de NO e radicais reativos de oxigénio, o que
os tornam mais eficientes no controle da infeccéo por Leishmania sp.. Considerando
gue os macrofagos séo células que estdo em constante circulacdo, € possivel que
alguns desses macréfagos M1 cheguem até o local da lesdo e controlem mais
eficientemente a replicacdo de Leishmania sp.. Com efeito, observamos uma carga
parasitaria menor nas lesées dos camundongos coinfectados com L. amazonensis e
P. yoelii 17XNL nos dias 10, 17 e 25 e nos dias 10 e 17 nas coinfec¢bes por L.

braziliensis e L. major, respectivamente, em comparagao com as monoinfecgoes.

Além do aumento percentual de células CD8'IFN-y" também observamos
aumento no percentual de células CD8"IL-4" em todos os grupos coinfectados. Esse
aumentou aparentemente acompanhou o0 aumento provocado pela infecgcéao
exclusiva por P. yoelii 17XNL durante a infeccdo malarica, ja& que ndo foram
encontrados aumentos tao expressivos durante a infecgcdo exclusiva por Leishmania
sp.. O aumento concomitante no percentual de células CD8'IFN-y* e CD8'IL-4"
poderia estar contribuindo para o equilibrio entre as respostas citotoxica do tipo 1 e 2
(Tcl e Tc2). Nos camundongos monoinfectados com P. yoelii 17XNL também foi
observado um aumento transiente (dia 10) na frequéncia de células CD8IL-10".
Resultado similar foi obtido em um trabalho com P. chabaudi AS, no qual foi
verificado um aumento na expressdo de RNAm de IL-10 em células CD8" do baco
de camundongos da linhagem CBA/Ca 11 dias apos infeccdo com o plasmaédio
(244). O aumento no percentual de células CD8'IL-10" na malaria pode estar
relacionado a um mecanismo de controle da inflamagé&o e do dano tecidual no baco.

Em infecgdes com virus foi demonstrado um aumento transiente no percentual de
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células CD8" produtoras de IL-10 que limitam o desenvolvimento de imunopatologias
sem interferir no processo de eliminacéo viral. Além disso, comparadas as células IL-
10" as células CD8’IL-10" apresentaram maior potencial citotoxico com producdo

igual ou superior de IFN-y, granzima B e TNF-a (246).

Na monoinfecgdo com L. amazonensis foi observado um aumento no
percentual de células CD8"IL-10" no inicio da infeccdo. De fato, em experimentos in
vitro com células mononucleares do sangue periférico de individuos saudaveis, nédo
infectados com Leishmania sp., foi observado uma producéao inicial elevada de IL-10
mediante o estimulo com promastigotas viaveis de L. amazonensis. A concentracao
de IL-10 no sobrenadante celular foi, inclusive, superior a concentragdo de IFN-y
apos 24, 48 e 120 horas de cultivo (247), indicando que uma resposta voltada para a
producdo de IL-10 é induzida precocemente na infeccdo por L. amazonensis.
Contudo, neste trabalho os autores ndo definiram qual a populacdo de células que
seria responsavel pela producdo de IL-10. Em nosso estudo, no grupo coinfectado
com P. yoelii 17XNL e L. amazonensis foi observado um aumento no percentual de
células CD8'IL-10" no inicio da infeccéo, provavelmente em funcdo da infeccéo por
L. amazonensis. No entanto, nos 3 grupos coinfectados foi observado um aumento
no percentual de células CD8" produtoras de IL-10 no dia 77, indicando que a
coinfeccdo induz o aumento dessa populacao celular. Vale ressaltar que as células
CD8'IL10" detectadas em nosso estudo eram produtoras exclusivas dessa citocina,
ndo tendo sido observada produgdo simultdnea de IFN-ye/ou IL-4 por esta
populacdo celular (dados ndo mostrados). Uma possivel explicacdo para esse
fendmeno seria a indugdo de uma populacéo de células CD8" reguladoras mediante
a intensa resposta inflamatdria inicial a infeccdo malarica somada ao estimulo
prolongado com antigenos de Leishmania, ja que essas células foram encontradas
em todos os grupos coinfectados e em nenhum grupo monoinfectado no dia 77. A
IL-10 produzida por essas células poderia ter funcdo importante no desenvolvimento
da lesédo cutanea da leishmaniose, limitando o dano tecidual, mas contribuindo para
a persisténcia do parasito e para o desenvolvimento de uma resposta celular de

memoria (248).

Finalmente, observamos um aumento percentual de células CD14"IL-10" nos
grupos monoinfectados com Leishmania principalmente no dia 77. A molécula CD14
€ expressa preferencialmente em macréfagos, mas também é encontrada em

mondcitos e granulécitos. Na leishmaniose ja foi verificada uma producao de IL-10
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aumentada em macroéfagos infectados com L. amazonensis em funcdo da inducao
de fatores de transcricdo celular pelo parasito. No entanto, isso sé foi possivel
quando a infeccdo pelas amastigotas era combinada com estimulos inflamatdrios
tais como a ligacdo do parasito opsonizado aos receptores de fracdo Fc presentes
na superficie do macrofago (249). Outros estimulos inflamatorios importantes para a
inducdo da producdo de IL-10 seriam fragmentos de acido hialurénico da matriz
extracelular, liberacdo de proteinas de choque térmico apés ruptura de macréfagos
infectados e infeccbes bacterianas secundarias nas lesGes (249). O tempo
necessario para o estabelecimento e desenvolvimento das lesbes e o fato de
realizarmos a imunofenotipagem de macréfagos do bacgo explica o motivo pelo qual
as células CD14%IL-10" s6 foram encontradas mais tardiamente nos animais
monoinfectados com Leishmania. Fato interessante e que precisa ser investigado é
que nos animais coinfectados o percentual de células CD14%IL-10" no dia 77 foi
consideravelmente maior do que o percentual dessas células no grupo

monoinfectado, independentemente da espécie de leishméania envolvida.

De maneira geral, este trabalho contribuiu para mostrar que as coinfecces por
P. yoelii 17 XNL e L. braziliensis, L. major ou L. amazonensis induzem alteragcdes na
resposta imune e na evolucdo da maléaria e das leishmanioses nos camundongos
BALB/c, de acordo com a espécie de Leishmania envolvida. Contudo, diversas
guestdes continuam em aberto. A aparente polarizacdo para um perfil de resposta
mais regulador, com aumento percentual de diferentes populacdes celulares

produzindo IL-10 nas coinfeccbes, por exemplo, € intrigante e ressalta a
necessidade do estudo mais aprofundado deste tema.
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7- Conclusdes

Com base em nossos resultados podemos inferir que as coinfec¢des por P.
yoelii 17XNL e L. braziliensis, L. major ou L. amazonensis induzem alteragbes na
resposta imune e na evolugcdo da malaria e das leishmanioses nos camundongos

BALB/c, de acordo com a espécie de Leishmania coinfectante.

Como conclusdes pontuais tém se que:

1) A coinfecgdo com L. braziliensis e P. yoelii 17XNL parece ter um efeito
benéfico a malaria (reducéo dos niveis de parasitemia e do periodo patente), mas
ndo a leishmaniose. Apesar, das lesGes e ulceracdes ocorrerem mais tardiamente
nos camundongos coinfectados, essas se equiparam aos dos monoinfectados com
L. braziliensis no decorrer da infeccdo. Esse fendmeno possivelmente esta

associado a resposta imune gerada na fase aguda da infeccdo malarica.

2) A coinfeccdo com P. yoelii 17XNL parece ter um efeito benéfico as
infecgbes por L. major e L. amazonensis, visto que, em ambas foi observada
reducado de pelo menos dois dos trés parametros parasitolégicos ou de evolucdo da
doenca avaliados (carga parasitaria, tamanho e ulceracdo das lesdes) durante a

fase aguda da infeccdo maléarica, provavelmente associada a resposta imune

gerada nesse periodo.

3) As coinfeccbes com L. braziliensis, L. major ou L. amazonensis nao
interferem no perfil do percentual das células CD4" e CD8" na fase aguda da
infeccdo malarica, que € caracterizada por uma intensa diminuigdo no percentual

dessas populagdes nos bacos dos camundongos BALB/c com malaria.

4) A coinfecgdo com L. braziliensis e P. yoelii 17XNL induz perfis distintos
nos percentuais de células produtoras de IL-10 no ba¢co dos camundongos. Apenas
na coinfec¢do, ha aumentos expressivos nos percentuais de células CD4'IL10",
que coincidem com a fase aguda da infeccdo malarica, e das células CD14%IL-10" e

CD8'IL-10" apds o periodo patente dessa infecgdo. Fendmeno, semelhante foi
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observado também nas coinfec¢des por L. major e L amazonensis, porém com
variagdes interespécies.

5) Perfis distintos entre os percentuais das células CD4'IL-10" nos bagos
dos camundongos coinfectados com L. braziliensis, L. major ou L. amazonensis na
fase aguda da infeccdo malarica, sugerem que essa populacao de células contribua
para o controle e a eliminagcdo do plasmodio nas coinfecgdes. Visto que, as
variagbes interespécies em relagdo a intensidade do aumento e do tempo de
manutencio dos altos percentuais das células CD4"IL-10, durante a fase aguda da
infeccdo malarica, coincidem com as variagbes observadas na sobrevida e no
controle da infeccdo malérica (niveis de parasitemia e periodo patente) nos

camundongos coinfectados com as diferentes espécies de Leishmania.

6) Os aumentos dos percentuais de células CD8'IL-10" e CD14'IL-10"
observados apenas na fase tardia das coinfec¢cdes, podem estar associados aos
mecanismos homeostaticos da resposta imune que limitam a evolucao das lesdes e
ulceracdes cutaneas nos camundongos. Estudos complementares e com maior
periodo de acompanhamento do curso das coinfec¢des por L. braziliensis, L. major

ou L. amazonensis serdo necessarios para melhor elucidacéo desse fenbmeno.

7) As coinfecgbes com L. braziliensis, L. major ou L. amazonensis nao
interferem no perfil do percentual das células CD4"CD25Foxp3* no baco dos
camundongos na fase aguda da infeccdo maléarica, sugerindo que a infeccdo
plasmodial seja responséavel pelo aumento transitério dessa populacédo celular.

8) A coinfeccdo com L. amazonensis nao interfere no perfil de citocinas
séricas Thl (IFN-y e TNF), Th2 (IL-6) e IL-10 caracteristico da infeccéo por P. yoelii
17XNL. J& nas coinfec¢gBes com L. braziliensis e L. major os niveis de IFN- vy, TNF e
IL-6 se apresentam mais baixos no inicio da infeccdo malarica, sugerindo que
ambas as espécies de Leishmania estejam modulando tanto a resposta Th1l quanto

a Th2 nesse periodo da infeccdo malarica.
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9- Anexos

Anexo 1 - Licenca Comité de Etica no Uso de Animais

Ministério da Sadde

FIOCRUZ
Fundagiio Oswaldo Cruz 4 Z
Comissdo de Etica

Vice-presidéncia de Pesquisa e no Uso de Animais

Laboratérios de Referéncia

LICENGA LW-17/11

Certificamos que o protocolo (P-87/10-5), intitulado "Co-infecgao por malaria e
leishmaniose: avaliagdo das alteragoes na resposta imune e 0 impacto de uma infeccao sobre a
evolugio clinica da outra.”, sob a responsabilidade de DALMA MARIA BANIC, atende ao disposto
na Lei 11794/08, que dispoe sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos
principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida
licenga ndo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagao
nacional.

Esta licenca tem validade até 09/06/2015 e inclui o uso total de :

Mus musculus
. 2172 Fémeas de BALB/c - BM, ldade: 6 Semana(s).

Mus musculus
- 2172 Fémeas de C57BL/6, Idade: 6 Semana(s).

Mus musculus
. 2172 Fémeas de BP2, Idade: 6 Semana(s).

Rio de Janeiro, 9 de junho de 2011

G - -: ("_—.‘_'1"?:.

Octavio Augusto Franga Presgrave
Coordenador da CEUA

] Comissiio de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratorios de Referéncla - Fundagiio Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expansdo - sala 200 - Manguinhos Rio de Janeiro / RJ
Telefona: (21) 38829121 e-mall: ceua@fiocruz.br
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Anexo 2 — Aspecto das lesBes no final do periodo de estudo

Prancha 1 — Aspecto das lesbes em camundongos monoinfectados com L.

braziliensis (A) e coinfectados com L. braziliensis e P. yoelii 17XNL (B) no dia
77.

Fotos: Rodrigo Méxas, 2011.
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Prancha 2 — Aspecto das lesdes em camundongos monoinfectados com L.

major (A) e coinfectados com L. major e P. yoelii 17XNL (B) no dia 77.

Fotos: Rodrigo Méxas, 2011.
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Prancha 3 — Aspecto das lesbes em camundongos monoinfectados com L.
amazonensis (A) e coinfectados com L. amazonensis e P. yoelii 17XNL (B) no

dia 77.

A

Fotos: Rodrigo Méxas, 2011.
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Anexo 3 - Concentracdes de citocinas no soro de camundongos dos grupos controle, monoinfectados e coinfectados

Citocinas Thl

IL-2 (pg/mL) IFN-y (pg/mL) TNF (pg/mL)
Grupos/Dias 5 10 17 25 77 5 10 17 25 77 5 10 17 25 77
Controle 4,09 | 4,48 | 2,87 | 2,28 | 3,29 | 4,57 494 |382|513| 3,27 | 2534 | 19,14 | 146 | 146 | 151
P. yoelii 17XNL 4,28 | 5,92 | 3,49 | 2,66 | 5,92 | 140,86 | 13,8 | 8,31 | 10,2 | 9,63 | 19551 | 65,28 | 71,5 | 14,6 | 18,63
L. braziliensis 3,69 329|244 | 244 | 3,08 | 4,57 3,64 | 327|382 | 4,01 | 20,16 | 23,77 | 14,11 | 12,13 | 11,64
L. major 4,48 | 3,29 | 4,85|3,89 | 287 | 451 42 |569 494 | 3,82 | 93,64 | 23,77 | 16,61 | 16,61 | 9,21
L. amazonensis 4,28 | 3,69 | 4,85 | 3,69 | 2,44 | 4,94 438 |6,25|457 | 3,45 | 18,12 | 19,65 | 18,12 | 15,6 | 10,18
L. braziliensis + P. yoelii 17XNL 54 | 4,28 | 466 | 3,49 | 5,75 | 67,55 | 15,13 | 6,81 | 10,2 | 15,13 | 94,99 | 37,76 | 43,94 | 16,61 | 13,61
L. major + P. yoelii 17XNL 504 | 4,28 (3,29 |389|389| 58,71 |17,43|6,25|7,75| 569 | 56,78 | 142,42 | 74,66 | 15,1 | 13,61
L. amazonensis + P. yoelii 17XNL 54 |1448 3,29 | 3,08 3,89 | 121,78 | 10,57 | 6,62 | 5,13 | 6,23 | 169,87 | 67,75 | 56,78 | 12,13 | 17,11

Citocinas Th2
IL-4 (pg/mL) IL-6 (pg/mL)
Grupos/Dias 5 10 17 25 77 5 10 17 25 77
Controle 2,27 | 2,27 | 1,87 | 227 | 2,01 | 344 | 245 | 2,29 | 3,28 | 1,02
P. yoelii 17XNL 2,07 | 254|307 |418 | 4,7 | 1894 | 7,14 | 18,49 | 7,51 | 10,39
L. braziliensis 2141187 11871541194 | 311 2,29 229 1197 ] 165
L. major 2,14 1194 254 221|167 | 903 | 447 | 3,28 | 229 | 2,29
L. amazonensis 247 | 2,14 | 2,34 | 221 | 187 | 516 | 7,14 | 464 | 197 | 2,29
L. braziliensis + P. yoelii 17XNL 2,47 | 293|254 | 346 | 7,02 | 807 | 864 | 499 | 4,64 | 13,66
L. major + P. yoelii 17XNL 2,01 | 2,27 | 2,27 | 3,46 | 2,67 | 4,12 | 76,21 | 19,87 | 5,87 | 3,95
L. amazonensis + P. yoelii 17XNL | 2,67 | 2,41 | 2,07 | 3,53 | 3,33 | 1451 | 6,59 | 30,62 | 7,14 | 534
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Citocina Th17

IL-17 (pg/mL)

Grupos/Dias 5 10 17 25 77
Controle 1,32 11,32]0,87 | 1,63 | 0,94
P. yoelii 17XNL 0,79 | 3,02 | 3,46 | 2,44 | 3,99
L. braziliensis 1,711087 0,87 | 1,17 | 1,32
L. major 14 [(1,17]2,11]1,01|0,64
L. amazonensis 1,32 | 1,47 | 1,63 | 1,09 | 1,01
L. braziliensis + P. yoelii 17XNL 14 | 1,47 | 227|454 7,49
L. major + P. yoelii 17XNL 1,09 (087 |155| 39 | 1,71
L. amazonensis + P. yoelii 17XNL | 1,47 | 1,4 | 0,94 | 1,87 | 2,44

Citocina Reguladora
IL-10 (pg/mL

Grupos/Dias 5 10 17 25 77
Controle 31,57 35,19 29,7 35,19 27,8
P. yoelii 17XNL 117,85 | 102,16 | 101,34 | 46,78 | 58,37
L. braziliensis 29,7 29,7 25,85 25,85 | 17,57
L. major 75,54 35,19 35,19 31,57 | 17,57
L. amazonensis 40,35 27,8 46,78 38,66 | 21,81
L. braziliensis + P. yoelii 17XNL 104,58 | 103,78 76,64 42 67,38
L. major + P. yoelii 17XNL 79,88 99,67 97,97 35,19 33,4
L. amazonensis + P. yoelii 17XNL 122,51 81,97 73,28 36,94 42
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