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e 16 animais referentes ao segundo ensaio de infec¢do. 1- Marcador de peso molecular DNA
Leader 100 bp; 2- Amostra de animal infectado com L. braziliensis; 3 e 6- Cepa de referencia
de L. naiffi; 4- Amostra de animal infectado com L. naiffi; 5 e 7- Amostra de animal com
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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Bruna Dias das Chagas

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género Leishmania envolvidos
com o desenvolvimento de diversas manifestacdes clinicas. Nas Américas, as formas clinicas
cuténeas podem ser causadas por diversas espécies desse parasito e ja foram identificadas
ocorrendo em simpatria em algumas regides do Brasil. As espécies L. braziliensis e L. naiffi,
ocorrem em simpatria na Amazbnia e foram demonstradas ocorrendo também
simultaneamente em um mesmo individuo. Infeccdes mistas por espécies de Leishmania
podem parecer eventos raros, contudo a falta de métodos de diagndstico disponiveis, capazes
de detectar eventos desse tipo, pode subestimar a ocorréncia desses casos. Apesar disso, ha
registros na natureza de infeccGes mistas por espécies de Leishmania em vetores, em
reservatorios e em humanos. Dessa forma, este estudo teve como objetivo comparar o perfil
imunopatoldgico de infecgBes mistas por L. braziliensis e L. naiffi com infecgBes Unicas
causadas pelas mesmas espécies. O hamster dourado (Mesocricetus auratus) foi 0 modelo
utilizado, por ser mais suscetivel a infeccGes experimentais por parasitos do subgénero
Viannia, apresentando caracteristicas clinicas e histopatologicas similares as observadas em
humanos. O curso clinico das infecgdes mistas foi semelhante ao curso clinico de infecgdes
Unicas com o dobro da quantidade de parasitos de L. braziliensis. Infecges mistas ndo foram
identificadas por PCR-RFLP, mas foram demonstradas em ensaios de isolamento e
caracterizacdo por isoenzimas. No entanto, quando estes isolados foram mantidos em cultura
por periodos prolongados, L. naiffi ndo pode ser identificada. Caracteristicas inflamatdrias
como a intensidade do infiltrado inflamatdrio, da presenca de corpusculos de Schaumann,
fibrose e necrose ndo foram diferentes entre infeccGes Unicas e mistas. Contudo, houve
intensa presenca de células vacuoladas nas infec¢Ges mistas. A carga parasitaria nas lesdes, ao
final do curso clinico de 10 semanas, foi semelhante entre os grupos. Entretanto, no linfonodo
popliteo foi observada carga parasitaria significantemente maior no grupo L. braziliensis
(5x10° parasitas) comparada aos grupos infectados com L. naiffi e L. braziliensis (2,5x10°
parasitas). O grupo de infec¢do mista apresentou expressao de RNAm de IL-4, IL-10 e IFN-y
semelhante aos demais grupos e a maior expressdo de RNAm de TNF-a, o que pode explicar
0 grande dano tecidual observado. As infec¢Oes mistas por L. naiffi e L. braziliensis no
modelo hamster levaram ao desenvolvimento de uma doenca mais grave do que infeccdes
Unicas por L. braziliensis e por L. naiffi. A investigacdo experimental de infeccGes mistas
pode auxiliar no entendimento de aspectos clinicos e imunolégicos importantes que levam ao
agravamento ou melhora das infeccdes.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Bruna Dias das Chagas

Leishmaniasis are diseases caused by protozoa of the genus Leishmania involved in the
development of various clinical manifestations. In the Americas, cutaneous clinical forms
may be caused by several species of this parasite and have already been identified as
occurring in sympatry in some regions of Brazil. The species L. braziliensis and L. naiffi
occur in sympatry in Amazonia and have been shown to occur simultaneously in the same
individual. Mixed infections by Leishmania species may appear to be rare events, but the lack
of available diagnostic methods to detect events of this type may underestimate the
occurrence of these cases. Despite this, there are records in the nature of mixed infections by
Leishmania species on vectors, reservoirs and humans. Thus, this study aimed to compare the
immunopathological profile of mixed infections by L. braziliensis and L. naiffi with unique
infections caused by the same species. The golden hamster (Mesocricetus auratus) was the
model used, because it is more susceptible to experimental infections by parasites of the
subgenus Viannia, presenting clinical and histopathological characteristics similar to those
observed in humans. The clinical course of mixed infections was similar to the clinical course
of single infections with twice the amount of L. braziliensis parasites. Mixed infections were
not identified by PCR-RFLP, but were demonstrated in isolation and isoenzyme
characterization assays. However, when these isolates were kept in culture for prolonged
periods, L. naiffi could no longer be identified. Inflammatory features such as intensity of
inflammatory infiltrate, of presence Schaumann corpuscles, fibrosis and necrosis were not
different between single and mixed infections. However, there was an intense presence of
vacuolated cells in mixed infections. The parasitic load on lesions at the end of the 10-week
clinical course was similar between groups. However, in the popliteal lymph node a
significantly higher parasitic load was observed in the L. braziliensis (5x10° parasites) group
compared to the groups infected with L. naiffi and L. braziliensis (2,5x10° parasites). The
mixed infection group showed expression RNAm of IL-4, IL-10, IFN-y similar to the other
groups and a higher expression RNAm of TNF-a, which may explain the great tissue damage
observed. Mixed infections by L. naiffi and L. braziliensis in the hamster model led to the
development of a more severe disease than single infections by L. braziliensis and by L. naiffi.
Experimental investigation of mixed infections may help in the understanding of important
clinical and immunological aspects that lead to the worsening or improvement of infections.
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1. INTRODUCAO

1.1. As Leishmanioses

Protozoédrios do género Leishmania, pertencentes a familia Trypanosomatidae, da
ordem Kinetoplastida, podem causar um largo espectro de doencas, chamadas leishmanioses.
Essas doencas constituem um grave problema de satde pablica do qual é estimado de 700 mil
a 1,3 milhGes novos casos e de 20 a 30 mil ébitos anualmente (WHO, 2017). Cerca de 98
paises possuem individuos infectados (Alvar J. et al., 2012) e a maior concentracdo dos casos
se encontra em paises atingidos pela pobreza, como aqueles do Sudeste da Asia, Africa
Oriental e America Latina, além de também ser endémica em alguns paises mediterranicos,
em um total de 14 milhdes de pessoas diretamente afetadas pela doenca em todo o mundo
(Pace D., 2014; Savoia D., 2015).

Alguns fatores estdo relacionados com o favorecimento da expansdo da doenca, Como:
a auséncia de recursos e acesso a saude, a desnutricdo, a falta de gerenciamento de residuo e
ainda mudancas ambientais, como: desmatamento, construcdo de barragens, esquemas de
irrigacdo, e a urbanizagdo (WHO, 2017). Além disso, ha varidveis mais recentes dentro deste
contexto de expansdo da doenca, como 0 aumento das viagens internacionais, que tem levado
ao aumento do numero de casos de leishmaniose em paises ndo endémicos (Field V. et al.,
2010), e o aumento do numero de pacientes imunodeprimidos, que tem favorecido o aumento
dos casos de leishmaniose na Europa, relatados na regido do Mediterraneo, principalmente na
Franca, Italia, Portugal e Espanha (Alvar J. et al., 2012; Okwor |. & Uzonna JE., 2013;
Monge-Maillo B. et al., 2014). Dentro deste panorama, composto por diversas variaveis, tem-
se ainda que a doenca ocorre em um sistema bioldgico complexo, que envolve o parasito, 0
inseto vetor e diferentes hospedeiros vertebrados, o que dificulta ainda mais o seu controle.

As distintas caracteristicas biol6gicas das espécies que compdem 0 género
Leishmania, em conjunto com as caracteristicas do hospedeiro levam ao desenvolvimento de
uma diversidade de manifestacGes clinicas, que vao desde lesdes cutaneas localizadas de cura
espontanea até formas mais graves que acometem visceras e quando ndo tratadas podem levar
ao Obito. De maneira geral, essas doencas podem ser divididas em dois grandes grupos:
leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose visceral (LV). E importante ressaltar que existem
ainda formas subclinicas da doenca, em que hé& auséncia de sinais clinicos e por isso, em
alguns casos, sdo erroneamente diagnosticadas. Entretanto, existe nesses casos a possibilidade
de identificacdo por metodos soroldgicos e/ou moleculares (Meinecke C. et al., 1999; Mir F.
etal., 2012).



Na LV, as manifestacdes clinicas podem ocorrer desde estados assintomaticos
(Sasannejad P. et al., 2016) até formas progressivas (Giannitrapani L. et al., 2009), entretanto
nos casos de sindrome cléssica, ocorre: febre, palidez, emagrecimento, anemia, leucopenia,
plaquetopenia e hipergamaglobulinemia. Além disso, Orgdos e visceras, como ganglios,
medula 6ssea, figado e baco podem ser acometidos (Herwaldt L. 1999; Darcis G. et al., 2017).
Ha ainda o pos-kala-azar, que é uma complicagdo da LV. E caracterizado por uma erupgio
macular, maculopapular e nodular hipopigmentada que geralmente ocorre em pacientes que se
recuperaram da doenca. Pode ocorrer em simultdneo com a LV, mas geralmente aparece entre
seis meses a um ou mais anos apds a cura aparente da doenca (WHO, 2017).

A LV é considerada como a segunda doenca parasitaria mais fatal existente (Savoia
D., 2015). E estimado que 616 milhdes de pessoas vivam em éareas endémicas com risco de
infeccdo. Apenas no ano de 2015, mais de 23 mil novos casos foram reportados, dos quais
39% ocorreram na regido do Sudeste Asiatico, 24% na regido Africana, 19% na regido do
Mediterraneo Oriental, 15% nas Américas, 2% na regido do Pacifico Ocidental e 1% na
regido Européia (Figura 1.1). Somente no Brasil foram 3336 casos (correspondente a 14% dos
casos novos do ano de 2015). Atualmente, os paises: Brasil, india, Suddo do Sul, Sudéo,
Etiopia, Quénia e Somalia somam 90% dos casos de LV existentes em todo o mundo (WHO,
2017).
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Figura 1.1: Panorama da endemicidade de Leishmaniose Visceral no mundo em 2015.

As regides estdo representadas por cores. Marrom: mais de 1000 casos novos, vermelho: entre 500 e 999 casos
novos, laranja: entre 100 e 499 casos novos, rosa: menos de 100 casos novos, branco: nenhum novo caso, verde:
nenhum caso autéctone reportado, cinza: nenhum dado obtido. Fonte: WHO
(http:/lwww.who.int/leishmaniasis/burden/Status_of endemicity_of VL_worldwide 2015 with_imported_cases
.pdf?ua=1), obtido em 02/03/2018.
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Na LC, as manifestacGes clinicas conhecidas que podem ser desenvolvidas sao: lesdes
cuténeas localizadas (Wright J. 1903; Fikre H. et al., 2017), disseminadas (Torres O. 1920;
Mancheno-Valencia A. et al., 2017) ou difusas (Convit J. & La penta P., 1946; Silva F. 1946;
Ordaz-Farias A. et al., 2013), e lesbes em regides de mucosa nasal, oral, faringe e laringe
(também conhecida como forma mucocuténea), que geralmente culminam em uma destruicao
tecidual progressiva (Marsden P. 1986; Safa S. et al., 2015; Darcis G. et al., 2017).

A LC ¢ a forma mais comum de leishmaniose e estima-se que 431 milhGes de pessoas
vivam em areas endémicas com risco de infeccdo. No ano de 2015 foram reportados 197.552
mil novos casos de LC, dos quais mais de 90% estava concentrado nas Américas (23%) e
Mediterraneo Oriental (70%). Os demais casos nesse ano corresponderam a 2% na regido
Européia, 1% no Sudeste Asiatico, 4% na regido Africana e nenhum novo caso na regido do
Pacifico Ocidental (Figura 1.2). Apenas os paises: Brasil, Colémbia e Peru, somaram juntos
32.395 casos novos e a Argélia, foi o pais com o maior nimero de casos, totalizando sozinho
146.556, que corresponde a 74% dos casos. Atualmente, os paises: Afeganistdo, Argélia,
Brasil, Coldmbia, Iémen, Iraque, Marrocos, Peru, RepUblica Arabe da Siria, Republica
Isldmica do Ird, Sudédo e Tunisia apresentam 90% dos casos de LC em todo o mundo (WHO,
2017).
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Figura 1.2: Panorama da endemicidade de Leishmaniose Cutanea no mundo em 2015.

As regibes estdo representadas por cores. Marrom: mais de 5000 casos novos, vermelho: entre 1000 e 4999
casos novos, laranja: entre 100 e 999 casos novos, rosa: menos de 100 casos novos, branco: nenhum novo caso,
verde: nenhum caso autdctone reportado, cinza: nenhum dado obtido. Fonte: WHO
(http://lwww.who.int/leishmaniasis/burden/Status_of endemicity _of CL_worldwide 2015 with_imported_cases
.pdf?ua=1), obtido em 02/03/2018.



Os expressivos dados epidemioldgicos das leishmanioses representam 0s casos
registrados no sistema de vigilancia nacional e os relatados a OMS. Entretanto, é preciso
considerar a existéncia de subnotificacdo e a necessidade de fortalecer a vigilancia e deteccdo
da doenca, a fim de que se obtenha melhor estimativa do cenario mundial referente a mesma e

a garantia de que pacientes recebam tratamento adequado.

1.2. Ciclo Bioldgico

O ciclo de vida de parasitos do género Leishmania é caracterizado por diferentes
formas evolutivas do parasito e envolve um hospedeiro vertebrado e um hospedeiro-vetor
invertebrado (Figura 1.3). Este ultimo é um inseto de pequeno porte (2-3 mm), denominado
flebotomineo (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae), com cerca de 30 espécies incriminadas
como vetores de leishmaniose (Lane R., 1993). Esses insetos, na fase adulta, apresentam
dimorfismo sexual morfolégico e de habitos alimentares. As fémeas, por exemplo, que séo
hematdfagas, possuem a proboscide mais alongada em comparagdo a proboscide dos machos
e apresentam uma estrutura envolvida com a ingestdo sanguinea denominada cibario, que 0s
machos ndo possuem (Rangel E. et al., 1986).

Flebotomineos fémeas realizam repasto sanguineo, em mamiferos, para a maturacao
de seus ovos (Lehane M., 1991). Nos casos em que estes mamiferos encontram-se infectados
por Leishmania spp., pode ocorrer das fémeas ingerirem juntamente com o sangue, células
contendo amastigotas (forma evolutiva arredondada e com flagelo interno encontrada no
hospedeiro vertebrado) ou amastigotas livres, tornando-se assim infectadas.

Os protozoarios entdo, uma vez ingeridos pelo inseto flebotomineo, alcancam o trato
digestdrio através do rompimento das células que os continham, e no intestino, entram em
contato com a matriz peritréfica, uma rede fibrosa composta por quitina e uma série de
proteinas associadas (Pimenta P. et al., 1997), onde iniciam a diferenciacdo da forma
amastigota para a forma promastigota prociclica (forma evolutiva ovéide com flagelo externo
curto e pouco moével), multiplicando-se intensamente a seguir. Posteriormente, esses parasitos
passam para a forma nectomona (forma mais alongada), preenchendo o intestino abdominal
anterior. Em um periodo de aproximadamente 72 horas, inicia-se a adesdo as
microvilosidades das células epiteliais da por¢do anterior do intestino médio, o que impede
que os parasitos sejam digeridos e eliminados (Walters L. et al., 1992).

Cerca de 5 dias apds a alimentacdo, as formas nectomonas se encaminham para a
porcao toracica do intestino médio, onde se diferenciam em seguida nas formas haptomonas,

paramastigotas e também em promastigotas metaciclicos (forma delgada, pequena, com
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flagelo extenso e que ndo se multiplica), que é a forma infectante para o hospedeiro
vertebrado (Lainson R., Ryan L. & Shaw J., 1987; Saraiva E. et al., 2005).

Entretanto, a diferenciacdo na forma de promastigota metaciclica ndo é suficiente para
garantir a sobrevivéncia do parasito, tendo em vista que 0 mesmo necessita alcangar um novo
hospedeiro vertebrado para dar continuidade ao seu ciclo de vida. Para tanto, é necessario que
em um proximo repasto sanguineo, as formas metaciclicas recém-formadas sejam
regurgitadas, encaminhando assim os parasitos a um novo hospedeiro.

O processo de regurgitacdo com consequente transmissao dos parasitos ocorre em
funcdo das proprias formas metaciclicas. Esta Gltima forma diferenciada no vetor é capaz de
secretar um gel que constitui uma espécie de blogueio na regido anterior do tubo digestivo,
que auxilia os parasitos através da redugdo da entrada de sangue em uma nova alimentagéo
(Rogers M., Chance M & Bates P., 2002). Além disso, essas formas também sdo capazes de
infectar a valvula estomodeal, danificando-a e impedindo assim o bombeamento de sangue, o
que estimula a regurgitacdo das formas metaciclicas (Schlein Y., Jacobson R. & Messer G.,
1992).

Os parasitos, em sua forma metaciclica, apés serem transmitidos ao hospedeiro
vertebrado durante o repasto sanguineo do flebotomineo, sdo fagocitados por células do
sistema fagocitico mononuclear. Apo6s serem fagocitadas, as promastigotas metaciclicas,
diferenciam-se na forma amastigota, que entdo se multiplica dentro do fagolisossoma. Quando
as células ndo sdo capazes de eficientemente destruirem os parasitos, ocorre 0 rompimento da
célula e diversas formas amastigostas sdo liberadas no meio extracelular, levando a fagocitose
por novos macrofagos e permitindo a perpetuacédo do ciclo bioldgico.

Os ciclos de transmissdo do parasito além de envolverem diversas espécies de
flebotomineos, podem envolver diferentes tipos de hospedeiros vertebrados, como: animais
silvestres (roedores, marsupiais, raposas, macacos, dentre outros) e domésticos (cavalos, caes,
jumento, gato) e o homem (Basano S. & Camargo L., 2004; Silva S., 2007). Além disso, esses
ciclos podem apresentar diferentes padrdes epidemiol6gicos, que podem ser caracterizados de
acordo com a éarea e 0s hospedeiros que atingem. Na LC, por exemplo, duas vias
epidemioldgicas de transmissdao ocorrem: a zoonotica, que inclui animais silvestres ou
domeésticos como hospedeiros vertebrados e a antroponotica, onde 0 homem ¢€ a unica fonte de

infeccdo para o vetor (Artun O. & Kavur H., 2017).
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Figura 1.3: Ciclo bioldgico do parasito Leishmania.

1: Os parasitos, em sua forma promastigota, sdo transmitidos ao hospedeiro vertebrado através da picada de um
inseto flebotomineo fémea infectado quando este realiza o respasto sanguineo; 2: As formas promastigotas, na
pele, sdo fagocitadas por macréfagos e outras células fagociticas; 3: Dentro dos macrofagos, as formas
promastigotas transformam-se em amastigotas; 4: As formas amastigotas multiplicam-se e com o rompimento da
célula hospedeira, disseminam-se para outras células e tecidos; 5: Quando flebotomineos realizam um repasto
sanguineo em um individuo infectado, ingerem células infectadas com amastigotas; 6: Os macr6fagos ingeridos
pelos flebotomineos sdo rompidos e as amastigotas liberadas; 7: No intestino médio dos flebotomineos, as
formas amastigotas transformam-se em promastigotas; 8: As formas promastigotas se dividem e migram para a
proboscide. (Adaptado de Hailu A. et al., 2005 (2); ilustracdo: CDC/ Alexander J da Silva/Melanie Moser).

1.3. Aspectos Imunoldgicos na Leishmaniose

O estabelecimento da infeccdo por parasitos do género Leishmania no hospedeiro
mamifero depende de inumeros fatores. Inicialmente, apds serem inoculados no hospedeiro
vertebrado, para que se estabeleca a infecgdo, € necessario que os parasitos sejam fagocitados,
a fim de que uma vez dentro das células do hospedeiro possam se diferenciar e dividir.
Entretanto, para que o processo de fagocitose ndo elimine o parasito, € preciso que 0 mesmo
consiga escapar das defesas do hospedeiro. Uma das maneiras de como isso acontece, ocorre
ainda dentro do vetor, quando uma parte da populagdo de parasitos morre. Este processo é
necessario, pois ao ser inoculado um grande ndmero de parasitos vivos, ocorre 0
desenvolvimento da imunidade do hospedeiro e a destruicdo dos parasitos (Zandbergen G. et

al., 2006). Por outro lado, ao serem inoculados parasitos mortos, que exibem em sua
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superficie moleculas de fosfatidilserina (lipidio exposto na camada externa da membrana de
células apoptdticas que sdo reconhecidas por fagdcitos) (Wanderley J. et al., 2009), uma
ativacdo nao agressiva dos fagocitos € gerada, a secrecdo de citocinas inflamatdrias € inibida e
moléculas como TGF-B, PGE 2 e PAF sdo produzidas (Fadok V. et al., 1998; Ravichandran
K. 2010).

Outros mecanismos importantes sdo desencadeados pelos parasitos antes mesmo de
serem fagocitados. A glicoproteina 63 (GP63) é considerada como um fator de viruléncia e é
expresso pelas formas promastigotas (Bouvier J. et al., 1989). Dentre as func¢Bes conhecidas
desencadeadas por esta metaloprotease esta a degradacdo da matriz extracelular em nivel
subcutdneo, que se acredita que seja benéfico para auxiliar na mobilidade do parasito
(McGwire B. et al., 2003) e na inibicdo da atividade do complemento, por ligagéo a C3b e
conversdo deste a uma forma inativa (Brittingham A. et al., 1995).

Outro mecanismo desencadeado pelo parasito a fim de estabelecer a infeccdo estd
relacionado com as células NK (do inglés natural killer). Elas desempenham um papel
importante, demonstrado em estudos com Leishmania (Leishmania) major, na producdo de
IFN-y que atua direcionando uma resposta pré-inflamatoria, levando a destruicdo parasitaria
(Scharton T. & Scott P., 1993). Entretanto, GP63 parece afetar a expressao de receptores da
superficie de células NK e inibir sua a proliferacdo (Lieke T. et al., 2008).

As NETSs (do inglés, neutrophil extracellular traps) sdo formadas quando neutrofilos
liberam seu DNA e conteudo de granulos na presenca de um patdgeno, sendo capazes de
capturar e/ou destruir o0 mesmo (Guimaraes-Costa A. et al., 2009). Varias espécies de
Leishmania podem induzir a formacdo de NETs e serem destruidas por elas, entretanto,
algumas espécies como Leishmania donovani ndo sdo destruidas pelas NETs, mas séo apenas
imobilizadas, favorecendo a sua internalizacdo por fagocitos. A habilidade de sobreviver as
NETSs é conferida por lipofosfoglicano (LPG) (Gabriel C. et al.,2010).

No microambiente do sitio de infeccdo estdo presentes células como neutrdéfilos,
macrofagos e células dendriticas que podem fagocitar os parasitos. Uma vez que 0s parasitos
tenham sido fagocitados, algumas espécies tendem a transformar o fagossoma em um vacuolo
parasitéforo, que tem suas propriedades modificadas, como por exemplo, reducdo da
capacidade de fusdo as vesiculas lisossomais e endossomais, que prejudicam a acidificacéo do
fagossoma (Desjardins M. & Descoteaux A., 1997; Vinet A. et al., 2009).

Outro mecanismo de escape realizado ap6s a fagocitose, por algumas espécies de
Leishmania, a fim de evadir a resposta imune adaptativa e favorecer a disseminacdo da
infeccdo, é a inibicdo da apresentacdo cruzada, realizado pela clivagem da proteina de
membrana associada a vesicula 8 (VAMPS8) por GP63 (Matheoud D. et al., 2013). Além
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disso, GP63 ¢ capaz de clivar o co-receptor de superficie CD4 nos linfocitos, essencial para
ativacdo destas células (Hey A. et al., 1994). Algumas espécies também modulam a expressao
de CD40 gerando células T anérgicas que favorecem o desenvolvimento de células T
regulatérioas (Treg) que contém a inflamacao e favorecem a infeccdo (Kaye P. et al., 1994;
Martin S. et al., 2010).

Portanto, a determinacdo do desfecho da doenca vai depender de uma série de
caracteristicas e habilidades do parasito, como as descritas até aqui, mas vai depender também
de fatores gque incluem a atuacdo do sistema imune do hospedeiro.

Esta bem descrito que no modelo murino de infeccéo por L. (L.) major, o processo de
cura da infeccdo envolve uma sequéncia de eventos, que incluem a producgdo de células
TCD4" diferenciadas no perfil Thl através das citocinas IL-12, IL-18 e IL-27, com
consequente producdo de IFN-y e TNF-a, levando a resolucdo da infeccdo e controle da
replicacdo dos parasitos. A producdo de células TCD4" diferenciadas no perfil Th2 por sua
vez, envolvendo a producéo de IL-4 e IL-10 leva a falha no controle da carga parasitaria e a
lesGes ndo resolvidas (Heinzel F. et al., 1991; Scharton T. & Scott P., 1993; Tacchini-Cottier
F. et al., 2012) (Figura 1.4). Entretanto, a polarizacdo dos perfis Th1/Th2 observada no que é
atualmente considerado como paradigma da LC em modelos murinos de infec¢do por L.
major, ndo é completamente aplicavel as doencas humanas e a outros modelos (McMahon-
Pratt D. & Alexander J., 2004).

Na LC, diferentes manifestacdes clinicas sdo observadas e estas ocorrem de acordo
com os diferentes espectros imunologicos desenvolvidos pelo hospedeiro. Alguns individuos
podem apresentar lesdes Unicas e de cura espontanea, enquanto outros variam entre extremos
que caracterizam doencas graves (Scott P. & Novais F., 2016). Nos casos em que a doenca é

curada espontaneamente, ocorre um equilibrio entre as respostas do tipo Thl e Th2 e no
conjunto das principais citocinas inflamatérias identificadas na LC estdo: IFN-y, IL-1, IL-2,

IL-8, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IL-22 e TNF-0, enquanto no conjunto das citocinas anti-
inflamatorias estdo: IL-6, IL-27, IL-10, IL-4, IL-13 e TGF-B (Maspi N. et al., 2016).

Nos estudos em humanos as citocinas TNF-a e IFN-y foram demonstradas em altos
niveis nas lesdes de pacientes com sinais tipicos de LC (lIvonise F. et al, 2002), e IL-15 em
colaboracéo com IL-12 facilita a producéo de IFN-y e TNF-a por células T e NK (Fehniger T.
& Caligiuri M, 2001). As citocinas IL-17 e IL-22 desempenham um papel complementar com
as citocinas do perfil Thl na protecdo contra LC, e estudos em humanos demonstram que
vacinas de Leishmania foram capazes de induzir elevados niveis dessas citocinas (Wu W. et
al., 2010, Banerjee A. et al., 2016). Além disso, citocinas como IL-1 podem contribuir com a

progressdo da doenca para formas mais graves com lesbGes exacerbadas por promover a
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producdo de TNF-a (Ikejima T. et al., 1990). Uma resposta exacerbada de citocinas do perfil
Th1 pode levar a doencgas graves, como a forma mucosa da LC, caracterizada por altos niveis
de IFN-y, de células T citotoxicas, e consequente metastase de parasitos para a mucosa
nasofaringea, levando a lesbes desfigurantes (Carvalho E. et al., 1985). A citocina IL-10
apresenta um importante papel na regulacédo da inflamacéo e estudos com pacientes infectados
com L. braziliensis demonstraram um perfil balanceado Th1/Th2 de resposta, com
envolvimento de IL-10, inibindo uma resposta exacerbada que leva a danos teciduais (Salhi
A. et al., 2008). Em contrapartida, outro papel desta citocina esta relacionado com a
polarizacdo ao perfil Th2, onde estudos com pacientes também infectados por L. braziliensis
com lesdes ativas, apresentaram elevada producdo de IL-10, levando a persisténcia parasitaria
devido a supressdao da resposta inflamatéria (Salhi A. et al, 2008). IL-13, uma citocina
relacionada ao perfil anti-inflamatorio, foi demonstrada em um estudo, como a citocina Th2
predominante em PBMC de pacientes infectados com L. guyanensis, enquanto que a auséncia
de IL-12 nas lesBes desses pacientes indicou um papel crucial de IL-13 na susceptibilidade a
LC causada por L. guyanensis (Bourreau E. et al., 2001). TGF- 3 € também uma importante
citocina, que tem propriedades imunossupressoras e funciona como um fator de crescimento,
ja tendo sido reportado que a sua adi¢do in vitro em cultura de macréfagos humanos leva ao
aumento da carga parasitaria (Barral A. et al., 1995). IL-2, também um importante fator de
crescimento, ja foi observado no soro de pacientes em altas concentragdes comparado a
individuos néo infectados ou com infeccdo secundéria (Espir T. et al., 2014).

Os modelos C57BL/6, CBA E C3H/HE sdo utilizados nos estudos de LC e
considerados como modelos murinos resistentes a infecgdo por L. major, enquanto que Balb/c
é considerado como um modelo susceptivel a essas infeccBes (Mattner F. et al, 1996;
Matthews D. et al., 2000). Apesar disso, € importante considerar que estes sdo aspectos gerais
a respeito destes modelos e resultados diferentes na caracterizacdo destes como resistentes ou
susceptiveis ja foram demonstrados, como por exemplo, no caso da infec¢do de C57BL/6 por
L. amazonensis, que mostrou susceptibilidade a infec¢do, com consequente amputagdo da pata
e comprometimento da boca e do focinho (Cupolilo S. et al., 2003). Ensaios experimentais
com L. braziliensis em modelos murinos apresentam dificuldades no estabelecimento da
infeccdo. Mesmo com o0 uso de inoculo com alta concentracdo de parasitos, diferentes
linhagens destes modelos apresentam apenas pequenos edemas, enquanto outras ndo mostram
nenhuma evidéncia de infec¢do (Childs G et al., 1984). L. braziliensis se desenvolve melhor
no modelo golden hamster (Mesocricetus auratus), que é considerado altamente susceptivel a
infeccOes por espécies do subgénero Viannia, sendo capaz de produzir lesdes cutineas

similares as observadas em humanos (Gomes-Silva et al, 2013). Além disso, o fato de serem
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ndo-isogénicos auxilia em estudos de drogas e vacinas, por exemplo, quando é necessario
avaliar os resultados clinicos individuais (Sinagra A. et al., 2007; Da Silva-Couto L. et al.,
2015).

TNF-a

Macréfagos Ativados

IFN-y &
g o iNOS Morte do
3} — Parasita

Macréfagos

IL-12

Células
Dendriticas

IL-27
IL-10
Controle
daDoenga

1110 ,TGF-Q Tregs

Macréfagos

Sobrevivéncia

\, yo sy O parasita
TGF-B
e

IL-4 C?
— IL-5
Eosm?filos IL-10
Mastécitos
Baséfilos IL-13
IL-6

Figura 1.4: Vias imunolégicas na leishmaniose cutanea.

As diferentes vias dependem da diferenciagdo das células TCD4" nos subconjutos Thl, Th2, Thi7 e Treg. Apds
a entrada do parasito, macréfagos e células dendriticas sdo estimulados a produzirem citocinas inflamatérias
como IL-12. Esta citocina por sua vez, promove a diferenciacdo ao perfil Thl e estimula células NK a
produzirem IFN-y, que leva a ativagdo de macréfagos e morte de parasitos por produgdo de NO. Por outro lado,
citocinas anti-inflamatdrias, como IL-4 promovem a diferenciacdo ao perfil Th2, que inibe a atividade dos
macrdfagos e leva a sobrevivéncia do parasito. Uma producgdo exacerbada de citocinas inflamatdrias, entretanto,
resulta em uma imunopatologia grave, que pode levar a destruicdo tecidual. As citocinas TGF-p e IL-27
secretadas por macrofagos e células dendriticas estimulam as células Treg a produzirem IL-10, que atua
reduzindo a liberacdo de mediadores inflamatdrios, levando ao equilibrio entre citocinas pro e anti-inflamatérias,
a fim de controlar a doenca, eliminado os parasitos sem destruir os tecidos. (Adaptado de Maspi N. et al., 2016).

1.4. As Espécies de Leishmaniaea LTA

O género Leishmania é composto por trés subgéneros. Inicialmente, Lainson e Shaw
dividiram as espécies de Leishmania considerando a regido que colonizavam do intestino de
flebotominios (Lainson R. et al., 1987). Mais tarde, entretanto, essa divisdo pdde ser
sustentada por analises filogenéticas baseadas em sequéncias de DNA, que permitiram a

separacdo e discriminacdo das espécies infectantes de mamiferos que se conhecem, nos
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subgéneros, Leishmania e Viannia. E ainda, o agrupamento no subgénero Sauroleishmania de
espécies que parasitam répteis (Croan D. et al., 1997; Noyes H. et al., 2002).

A respeito dos subgéneros Leishmania e Viannia sdo conhecidas cerca de 20 espécies
patogénicas ao homem, das quais 14 sdo incriminadas como agentes etioldgicos de LC em
paises do hemisfério ocidental (Lainson R., 2010). A Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA) é a denominacdo usada para as leishmanioses humanas que ocorrem no continente
americano por espécies dermotrépicas. A LTA ocorre do México a Argentina, porém a grande
concentracdo dos casos esta America do Sul (PAHO, 2018).

No Brasil, segundo o Ministério da Saude (2018) ha sete espécies envolvidas nos
casos de LTA, que sdo: L. braziliensis, a principal espécie envolvida com a doenca, que
apresenta ampla distribui¢do no pais e foi a primeira incriminada como agente etiol6gico da
LTA; L. amazonensis, que ja foi observada em areas das florestas priméarias e secundarias da
Amazonia Legal (Amazonas, Para, Rondonia, Tocantins e Maranhdo), além do Nordeste
(Bahia), Sudeste (Minas Gerais e Sdo Paulo), Centro-Oeste (Goias) e Sul (Parana); L.
guyanensis, distribuida quase que exclusivamente na regido Norte; L. lainsoni, ja identificada
no Amazonas, Para, Rond6nia, Roraima e Acre; L. lindenberig, identificada no Pard, L. shawi,
identificada no Para e Maranhdo e L. naiffi, descrita nos estados do Par4, Amazonas e Mato
Grosso (de Brito M. et al., 2012; Ministério da Salde, 2018).

Diversas manifestacdes clinicas ja foram observadas na LTA (Figura 1.5) e para tanto,
varios autores propuseram classificacdes, das quais ndo é considerado que exista apenas uma
ideal. Apesar disso, uma interessante classificacdo baseada nos aspectos clinicos e evolutivos
da doenca foi proposta em 1994. Nela, a LTA foi dividida em cinco grupos (Marzochi M. &
Marzochi K., 1994), descritos a seguir:

(1) Grupo Subclinico ou Leishmaniose Cutanea Inaparente (LCI): caracterizado pela
auséncia de lesdo cutanea, seja ela ativa ou curada;

(2) Grupo Cuténeo ou Leishmaniose Cutanea (LC), subdividido em:

- Forma Cuténea Localizada: lesBes cutaneas Unicas ou mdultiplas, geralmente
ulceradas e proximas ao sitio de inoculacdo. Pode ocorrer cura espontanea;

- Forma Cutéanea Disseminada: lesdes cutaneas pequenas e multiplas, distantes do sitio
de inoculag&o e geralmente ulceradas;

- Forma Cutanea Difusa: lesdes cutaneas multiplas nodulares e/ou papulosas, distantes
do sitio de inoculagéo;

(3) Grupo Mucoso ou Leishmaniose Mucosa (LM): subdividido em:

- Forma Mucosa Tardia: lesbes em regido de mucosa, geralmente multiplas, que se

originam apos cura espontanea ou terapéutica de lesdes cutanea;
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- Forma Mucosa Isolada ou Indeterminada ou de Origem Indeterminada: lesdes em
regido de mucosa e auséncia de cicatrizes de lesGes cutanea ou lesdes cutaneas ativas;

- Forma Mucosa Primaria: lesGes Unicas em regido de mucosa ocasionadas pela picada
do inseto vetor na regido. Geralmente ausente de cicatrizes de lesdes cutaneas anteriores ou
lesBes cutaneas ativas;

(4) Grupo Misto ou Leishmaniose Mucocutanea Associada (LMC): subdividido em:

- Forma Mucocutanea Concomitante: lesdes cutaneas e em regido de mucosa,
presentes a0 mesmo tempo;

- Forma Mucocutanea Contigua: lesdo em regido de mucosa que ocorre em
continuidade a uma leséo cutanea anterior cicatrizada ou ativa em regido adjacente;

(5) Grupo Linfatico ou Leishmaniose Glandular (LG): caracterizado por
linfadenopatia local ou linfagite nodular, ocorrendo isoladamente ou em associacdo a lesdes

cutaneas.

Figura 1.5: Exemplos de manifestagdes clinicas de LTA.
A: Forma cuténea localizada na mao; B: Forma mucosa na regido da boca e do nariz; C: Forma cutanea difusa
presente em diversas regides do corpo. Fonte: adaptado de Mcgwire B. & Satoskar A., 2014

As respostas imunolégicas envolvidas nas formas clinicas de LTA variam entre si. Na
LC localizada, a resposta em humanos tem sido associada com uma resposta imune intensa,
que varia desde uma resposta do tipo Th1l predominante até uma resposta mista Thl e Th2
(Castellano, L. et al., 2009; Oliveira, W. et al., 2014). O grupo subclinico é caracterizado por
apresentar uma resposta do tipo Th1, porém, menos intensa do que a resposta apresentada por
pacientes com a doenca ativa. Células mononucleadas de sangue periférico (PBMCs) de
pacientes do grupo subclinico apresentaram quando re-estimuladas com antigenos de
Leishmania baixos niveis de IFN-y e TNF-a e niveis altos de I1L-10 (Bittar, R. et al., 2007).
Em pacientes com LC disseminada, os linfocitos de sangue periférico produzem baixos niveis
de citocinas Thl (Melby P. et al., 1994; Peacock C. et al., 2007; Oliveira, F. et al., 2011),
entretanto, no sitio das lesbes, a resposta Thl € intensa como a apresentada nos casos de LC
localizada (Machado, P. et al., 2011). No espectro dessas repostas ha extremos que
apresentam respostas mais severas, porém, completamente distintas (Figura 1.6). Um desses
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extremos corresponde as formas LM e LMC, nas quais em PBMCs estimulados com antigeno
de Leishmania é observado intensa producéo de citocinas do perfil Thl, como IFN-y e TNF-a
e diminuida producdo de IL-10, comparado as demais formas de LC (Bacellar O. et al., 2002).
Nas lesbes ha alta expressdo de IL-17 (Bacellar O. et al., 2009), reduzida expressdo do
receptor de IL-10 (Faria D. et al., 2005) e baixa carga de parasitos detectavel (Ridley, D. et
al., 1989), e, na circulagdo, os pacientes apresentam alta porcentagem de células T CD4"
expressando IFN-y e TNF-a (Gaze, S. et al., 2006). O outro extremo corresponde a LC difusa,
caracterizada por uma resposta imune celular anérgica. As lesdes, que ndo sdo ulceradas,
apresentam intensa multiplicacdo de amastigotas e significativa reducdo de células
produzindo IFN-y, INOS e IL-12 (Diaz N. et al, 2006).

VIFNY AIFNY
= “ : %
YTNF ~CIR ~ oy
| @) ATNF
AIL-10 @ ©
0 o°©® YROS AROS s
00 ® AREPLICATION REPLICATION “cL> .

TNF
Macréfago

Formas Predominantes da Doenga R

LC IcL  LC IMe
difusa disseminada LMC

A

Figura 1.6: Regulacdo imunolégica em diferentes formas de LTA.

Macrofagos parasitados por Leishmania sdo regulados por citocinas presentes no microambiente do sitio de
infeccdo. Em um ambiente regulatério (a esquerda) ha baixos niveis de citocinas Thl. Citocinas Th2, 1L-10,
TGF-B antagonizam os efeitos de IFN-y e TNF-q, resultando na proliferagdo dos parasitos, como no caso do
extremo relacionado a forma LC difusa. Citocinas do perfil Thl (a direita) podem induzir a producdo de ROS,
levando a inibicdo da replicacéo dos parasitos. No extremo relacionado as formas LM e LMC ocorre aumento de
células Th17, intensa producdo de citocinas do perfil Thl, que leva a destruicdo do parasito e a destruicdo
tecidual (Adaptado de Scorza B. et al., 2017).

De acordo com os dados apresentados pela Organizacdo Pan Americana de Salde, a
maioria dos casos novos identificados, ocorridos em 2016, foram de leishmaniose cutanea e
mucosa, que totalizaram 12.690, sendo 27,2% em mulheres e 72,8% em homens, dos quais
56,8% destes eram homens com menos de 20 anos de idade. Além disso, 6,8% dos casos
ocorreram em criangas (PAHO, 2018).

A variedade de manifestagdes clinicas pode ocorrer por diferentes espécies de
Leishmania, que determinam distintos perfis de resposta imune e histopatoldégica. Em 2000,
de Souza e colaboradores, utilizando 0 modelo de camundongo CBA, demonstraram que

esses animais ao serem infectados por L. major, apresentavam um perfil de resisténcia e
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controle a infecgdo, com a presenca de céelulas inflamatorias e formagéo de granuloma na area
de leséo, além da producgéo de citocinas como IFN-y, enquanto que, quando eram infectados
por L. amazonensis, apresentavam um perfil de susceptibilidade a infeccdo, com macrofagos
altamente parasitados e producao de citocinas como IL-4 (de Souza V. et al., 2000).

O perfil antigénico e o perfil de infectividade também variam entre espécies de
Leishmania. Diferengas relacionadas a essas caracteristicas foram vistas entre espécies
incriminadas como responsaveis por LTA. Em um estudo que utilizou as espécies L.
amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis, e L. naiffi foi demonstrado, em ensaios
imunoenzimaticos, que os antigenos de L. naiffi foram os mais frequentemente reconhecidos
pelo soro de pacientes infectados com Leishmania sp. Em ensaios in vitro do mesmo estudo,
utilizando macréfagos peritoneais de camundongo todas as espécies avaliadas foram capazes
de infectar as células, entretanto, apenas L. amazonensis foi capaz de se reproduzir. Além
disso, L. naiffi foi a espécie que apresentou 0 maior tempo de sobrevivéncia em macrofagos
(Matta N. et al., 2010). Outro trabalho que demonstra a variabilidade no perfil de
infectividade utilizou as espécies L. braziliensis, L. guyanensis, L. lainsoni, L. naiffi e L.
shawi, todas provenientes de lesbes cutaneas, para infectar macrofagos peritoniais. O indice
de infeccdo, avaliado pela quantidade de macrdéfagos infectados e a quantidade de
amastigostas por macrofago, foi diferente entre as espécies, tendo sido apresentado por L.
braziliensis o maior e por L. (V.) naiffi o menor indice de infeccdo (Campos M. et al., 2008).

Outro aspecto importante relacionado as espécies responsaveis por LTA é o
compartilhamento de vetores e reservatorios, como acontece, por exemplo, no caso de
Nyssomyia whitmani, que é um importante vetor, de L. braziliensis e de L. shawi (Rebélo J. et
al., 2000). Além disso, eventos de simpatria também ocorrem entre as espécies responsaveis
por LTA. Um estudo apresentou uma série de 50 casos provenientes de sete municipios do
Acre, em que foi confirmada a circulacdo de L. lainsoni, L. braziliensis e L. guyanensis (da
Silva A. et al., 2006). E, na regido amazonica, ocorre a circulacdo das sete espécies
envolvidas nos casos de LTA no Brasil (Reis S. & Franco A., 2010).

Considerando, portanto, dentre as espécies de LTA circulantes no Brasil, as distintas
manifestacdes clinicas que podem ser desenvolvidas, a influéncia no desenvolvimento de
distintos perfis de resposta imune e a apresentacdo de distintos perfis antigénicos e de
infectividade, L. braziliensis e L. naiffi aparecem como espécies que apresentam
caracteristicas muito distintas entre si.

As infecgdes pela espécie L. braziliensis estdo associadas com casos de LC localizada,
LC disseminada (Costa J. et al., 1986) e outras formas graves, como a forma mucosa, na qual
¢ a espécie associada mais frequentemente (Guerra J. et al., 2011). Essa espécie de
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Leishmania também tem sido identificada em casos atipicos da doenca como, lesdes
verrugosas e nodulares multiplas em area especifica do corpo (Guimardes L. et al., 2009).
Também j& foi associada a lesGes cutaneas grandes em grévidas, apresentando inclusive
potencial risco de complicacdes para o feto (Morgan D. et al., 2007). Além disso, diversos
estudos tém mostrado que a eficacia do tratamento em pacientes infectados por L. braziliensis
varia de acordo com a forma clinica da doenca (Murray J. et al., 2005; Guimaraes L. et al.,
2009), e que as formas LC disseminada e LCM apresentam grande propor¢ao de ma resposta
ao tratamento (Machado P. et al., 2007; Machado P. et al., 2015).

A espécie L. naiffi é associada a casos benignos da doenca. Em geral, os pacientes
apresentam lesBes Unicas, pequenas, de cura espontanea ou boa resposta terapéutica (Naiffi et
al., 1991; van der Snoek et al. 2009; Figueira L., 2017) e até entdo, nenhum caso de LM foi
associado a L. naiffi. A resposta imune em humanos tem sido associada com altos niveis de
TNF-o e IL-4 (Espir T. et al., 2014), mostrando um balango entre os perfis Thl e Th2.
Estudos mostraram sua associagdo com persisténcia parasitaria (Matta N. et al., 2010) e baixo
indice de infeccdo (Campos M. et al., 2008), além de ja ter sido apontada por possuir
caracteristicas relevantes para utilizacdo como fonte de antigenos em estudos para diagnostico
e vacinas (Matta N. et al., 2010).

Portanto, de acordo com as caracteristicas de L. naiffi, um parasito persistente e
benigno, é possivel imaginar se estas caracteristicas ndo poderiam influenciar, alterando o

curso de uma infec¢do quando associada a outra espécie.

1.5. InfeccBes Mistas por Espécie de Leishmania

Casos de infecgbes por mais de uma espécie de Leishmania ndo sdo frequentemente
reportados e é possivel que a dificuldade de se detectar esses eventos, devido a caréncia de
métodos de diagnostico praticos e eficientes para casos dessa natureza, contribua para que o
mesmo pareca pouco frequente. Entretanto, alguns eventos desse tipo ja foram demonstrados.

Em 2016, Rafizadeh S. e colaboradores identificaram no nordeste do Ird a presenca
das espécies L. major e L. turanica em Phlebotomus papatasi. Esse flebotominio, que é
considerado como o principal vetor da regido, era considerado como um vetor restrito da
espécie L. major, sendo capaz de suportar apenas o desenvolvimento desta espécie (Dobson
D. et al., 2010). Entretanto, por meio de técnicas moleculares, como PCR-RFLP , nested-PCR
e sequenciamento foi possivel identificar a ocorréncia da infeccdo mista (Rafizadeh S. et al.,
2016).
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Além de flebotominios, casos de infeccBes mistas também foram demonstrados em
hospedeiros domésticos e silvestres. Em 2006, no Rio de Janeiro, foi registrado o caso de um
cao naturalmente infectado pelas espécies L. braziliensis e L. chagasi (considerada sinonimia
de L. infantum), identificadas por analise de PCR seguido de hibridizacdo molecular (Madeira
M. et al., 2006). Também, em um estudo realizado em area urbana endémica de Belo
Horizonte, foi demonstrada infeccdo mista em trés cavalos (Equus caballus) pelas espécies L.
braziliensis e L. infantum (principais espécies responsaveis por LC e LV no Brasil
respectivamente), utilizando a técnica de PCR (Soares I. et al., 2013). Em outro caso, que
ocorreu novamente em area urbana endémica de Belo Horizonte e envolvendo as espécies L.
braziliensis e L. infantum, foi identificada infec¢do mista em roedores M. musculus e R. rattus
por nested-PCR e sequenciamento (Ferreira E. et al., 2015). A identificacdo de casos de
infeccdo mista, seja em cdes, em roedores que vivem proximo a moradias em situacdo
precaria ou em equinos que podem estar em contato com o homem, podem ter implicac6es
relevantes relacionadas ao controle da doenca em areas urbanas.

Em humanos, infecgdes concomitantes também foram identificadas. Em 1984 foi
registrado o primeiro caso de infeccdo humana mista por espécies de Leishmania. O caso
ocorreu na Amazonia e as espécies envolvidas foram L. braziliensis e L. amazonensis, que
foram isoladas de lesGes distintas presentes no mesmo paciente. A determinacao das espécies
incluiu observacgdes de comportamento e desenvolvimento em modelos animais e in vitro, e
eletroforese de isoenzimas (Silveira F. et al., 1984). Outro caso de infeccdo mista ocorreu
com um paciente queniano que residia em area com registro das espécies L. donovani e L.
major. Aspirados de linfonodo foram coletados deste paciente em dois momentos distintos e
em ambos foi feito a caracterizacdo das espécies por isoenzimas, que revelou infecgdo mista
por L. donovani e L. major (Mebrahtu Y. et al., 1991). Em um caso na Bolivia de paciente
apresentando LC difusa, foi realizada identificacdo isoenzimatica e foi constatada a existéncia
de coinfeccdo pelas espécies L. amazonensis e L. infantum presentes na mesma lesdo
(Martinez E. et al., 2002). Ja em 2003, na Bolivia, um estudo realizado com 28 pacientes com
LC ativa e um com LV, buscou identificar a presenca de espécies pertencentes aos complexos
L. braziliensis, L. donovani e L. mexicana em amostras de sangue e lesdo utilizando probes
especificas para hibridizacdo em PCR, e o perfil isoenzimatico. Dos pacientes avaliados,
27,6% (8) apresentaram infeccdo mista por espécies dos diferentes complexos avaliados
(Bastrenda B. et al., 2003). Em 2012, foi reportado o primeiro caso de LM envolvendo
coinfeccdo, que ocorreu em um paciente iraniano, apresentando lesdes orais e nasais. Foi
realizado PCR e imunohistoquimica a partir do material das lesbes e os resultados

demonstraram a presenca de L. tropica e L. major nas lesBes orais e nasais, respectivamente.
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E importante ressaltar que essas espécies ndo sdo associadas com a forma mucosa da doenga,
entretanto, neste caso de coinfeccdo houve o desenvolvimento dessa manifestagdo clinica
(Shirian S. et al., 2012). Em 2013, mais um caso de infeccdo mista em humano foi reportado,
qguando um paciente peruano apresentou coinfeccdo por L. braziliensis e L. lainsoni
identificadas por PCR-RFLP (Veland N. et al., 2013).

Ja foi demonstrado também que infeccGes mistas podem influenciar na resposta
terapéutica. Antoniou M. e colaboradores apresentaram o relato do caso de um paciente com
LV que apresentou falha ao tratamento. Foi verificado que o paciente estava infectado por
mais de uma cepa de L. infantum, sendo uma delas pertencente ao zimodema MON-1, que é
comum na regido do Mediterraneo, onde 0 caso ocorreu e que geralmente é susceptivel ao
tratamento e a outra cepa, pertencente ao zimodema MON-98, que é raro e ndo havia antes
sido reportada na regido. As cepas exibiram diferentes comportamentos e mostraram
diferentes sensibilidades in vitro e in vivo (Antoniou M et al., 2004). Considerando 0s
diferentes perfis de susceptibilidade das espécies de Leishmania com relacdo aos farmacos, é
possivel que o que foi visto neste estudo também ocorra em infecges mistas entre espécies.
Além disso, o desenvolvimento de lesdes atipicas, como sinal de disseminacdo cutanea da
leishmaniose visceral, foi observado em um paciente HIV positivo que apresentou infeccdo
simultanea por L. infantum e L. donovani (Santos-Oliveira J. et al., 2011).

InfeccOes mistas experimentais, realizadas entre L. turanica e L. major em
flebotominios P. papatasi, mostraram que ambas as espécies podem co-existir no vetor,
apresentando por vezes maior prevaléncia de uma ou outra (Chajbullinova A. et al., 2012). A
manutencdo de mais de uma espécie em um vetor, portanto, pode levar a competicdo entre
elas e esta competicdo por sua vez, pode vir a afetar a transmissdo de uma das espécies.
Mesmo considerando eventos de competicdo entre espécies de Leishmania em flebotomineos,
casos de infec¢do mista ndo necessariamente deixam de ocorrer, uma vez que muitas espécies
de Leishmania sdo transmitidas por diferentes espécies de flebotominios, como é o caso das
espécies L. braziliensis, L. guyanensis e L. naiffi, que na regido Amazonica sdo transmitidas
pelos diferentes vetores: Lu. whitmani, Lu. umbratilis e L. squamiventris, respectivamente.

Em outro caso de infeccdo mista, foi visto que pode haver alteracdo na dinamica de
transmissdo de determinada espécie em casos de coinfeccdo. L. major e L. turanica
individualmente se mantém na pele de gerbil (Rhombomys opimus), seu hospedeiro natural,
por até seis meses. Entretanto, em casos de infeccdo mista entre essas espécies, a persisténcia
pode chegar até 18 meses, favorecendo assim a manutengdo de L. major de uma estacdo de

transmissao até a proxima (Strelkova M. et al., 2001).
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Abdullah S. e colaboradores, em 1998, também em estudo de infeccbes mistas
experimentais mostraram que a adicdo de uma segunda espécie a uma cultura de mondcitos
humanos U-937, previamente infectados com uma espécie que Leishmania, ndo exclui a
permanéncia da segunda espécie de Leishmania infectada 3 horas ap6s a primeira. Indicando
gue momentos distintos de infeccdo ndo impedem o estabelecimento de uma coinfecgédo
(Abdullah S. et al., 1998).

E ainda, um estudo recente de co-infeccOes experimentais, utilizando o modelo
hamster (Mesocricetus auratus) infectado com L. amazonensis e L. infantum, mostrou por
meio de analises clinicas, histopatoldgicas e imunologicas que as infec¢bes mistas estdo
associadas a manifestacbes clinicas mais severas que as infecgdes Unicas pelas mesmas
espécies (Celeste J. et al., 2017).

Portanto, infeccdes mistas por espécies de Leishmania estdo presentes na natureza nos
vetores, reservatorios e em humanos, e as co-infecgdes experimentais tem contribuido para o
melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nessas interagdes. Dessa forma, o estudo
das infec¢bes mistas, pode elucidar aspectos clinicos e epidemioldgicos de importancia e
fatores parasito-especificos que levam ao agravamento ou melhora das infeccdes. A
compreensdo a respeito de infeccBes mistas com espécies que apresentam caracteristicas
distintas entre si, como L. braziliensis e L. naiffi, que inclusive ja ocorreram na natureza em
associacdo (Coelho L. et al., 2011), pode auxiliar na compreensdo dos eventos desencadeados

e nas alteracdes por eles geradas durante uma coinfecgéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Comparar o perfil imunopatologico de infecgdes mistas por L. braziliensis e L.
naiffi em modelo experimental de Hamster Dourado (Mesocricetus auratus) com

infeccBes Unicas causadas pelas mesmas espécies.

2.2. Objetivos Especificos

> Detectar e analisar mudancas na susceptibilidade, viruléncia e progresso da
doenca, em modelo experimental de Hamster Dourado, apds infec¢fes Unicas e mistas de
Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Viannia) naiffi.

> Caracterizar molecularmente os parasitos envolvidos na infec¢do, bem como a
presenca de uma ou ambas as espécies na infeccdo mista, através de ensaio de isoenzimas
para os sistemas enzimaticos 6PGDH e G6PDH, bem como por hsp70 PCR-RFLP.

> Estimar a magnitude e qualidade do infiltrado inflamatorio celular das bidpsias
de lesdo de animais infectados experimentalmente por meio de analises hitopatoldgicas.

> Avaliar a carga parasitaria e a resposta imune celular de Hamster Dourado
comparando as infeccdes mistas com infec¢Bes Unicas através de real-time PCR e RT
PCR.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Machos de Hamster dourado (Mesocricetus auratus), fornecidos pelo Instituto de
Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) do IOC/Fiocruz, com idade entre 3 a 5 semanas
foram utilizados nos ensaios in vivo (CEUA: LW — 14/13).

3.2. Cepas de Leishmania

Fornecidas pela colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC -
http://clioc.fiocruz.br), as  cepas utilizadas foram: MHOM/BR/2011/S89 e
MHOM/BR/2011/S50, que correspondem respectivamente a L. braziliensis e L. naiffi e séo
provenientes de uma mesma regido endémica do estado Pard. As mesmas foram retiradas da
criopreservacdo e mantidas em meio de cultura bifasico NNN + Scheneider suplementado
(20% SFB, 2% urina, 10.000 U/mL de Penicilina e 10mg/mL de Estreptomicina- Sigma) por
até a quinta passagem. Em seguida, para a recuperacdo da infectividade, as promastigotas
foram expandidas em garrafas com 4,5mL de meio Schneider suplementado e 0,5ml da
cultura de promastigotas referente ao Gltimo tubo utilizado, centrifugadas (4000 rpm/ 4°C/ 10
minutos) e lavadas em solucdo de PBS 1X (phosphate-buffered saline) estéril. Os parasitos
foram contados em camaras de Neubauer e entdo 5x10° parasitos foram inoculados em um
volume de 50ul na pata direta de hamsters. Ap6s um periodo de 2 semanas, no qual foi
identificado o desenvolvimento de lesdo, os animais foram eutanasiados e a &rea de lesdo
gerada foi coletada. Este fragmento foi mantido em meio de cultura bifdsico NNN-Schneider
a fim de re-isolar os parasitos, que apds serem obtidos foram mantidos por até 2 passagens em

meio e cultura e entdo inoculados experimentalmente.

3.3. Infecgdes Experimentais com Leishmania spp.

Formas promastigotas de L. braziliensis e L. naiffi, foram utilizadas em trés ensaios de
infeccdo realizados em momentos distintos. Todos 0s ensaios foram compostos por 4 grupos
de animais experimentalmente infectados, que foram: Lb (infeccdo Unica com inoculo de
5x10° parasitos de L. braziliensis), Ln (infeccdo tGnica com inéculo de 5x10° parasitos de L.
naiffi), %2Lb (infeccdo Unica com inoculo de 2,5x10° parasitos de L. braziliensis) e Mista
(infeccdo mista por L. naiffi e L. braziliensis com in6culo de 2,5x10° parasitos de cada
espécie) (Figura 3.1).
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Lb
(Infecgéio com 5x10° parasitos
de L. (V.) braziliensis

Ln
(Infeccdo com 5x10° parasitos
de L. (V.) naiffi)

Mista
(Infeccéio com 2,5x10° parasitos de L.
(V.) braziliensis + 2,5x10° parasitos de
L. (V.) naiffi)

Grupos Utilizados nos Ensaios de Infecgio

% Lb
(Infecgéo com 2,5x10° parasitos
de L. (V.) braziliensis)

Ensaio de Infec¢do 1
(7 animais utilizados por

grupo)

Ensaio de Infeccéo 2
(4 animais utilizados por
grupo + inclusdo de grupo
controle com 4 animais)

Ensaio de Infecgdo 3
(4 animais utilizados por

grupo)

Experimentos Realizados:
- Avaliacéo do curso clinico
- Caracterizacédo dos
parasitos
- Avaliagdes histopatoldgicas

Experimentos Realizados:
- Avaliagdes histopatoldgicas
- Carga parasitaria
- Expressdo génica de
citocinas

Experimentos Realizados:
-Caracterizacéo dos parasitos
- Carga parasitaria
-Expressédo génica de
citocinas

Figura 3.1: Desenho experimental do presente estudo.

No primeiro ensaio cada grupo foi composto por sete animais e nos dois ensaios
seguintes os grupos foram compostos por 4 animais cada. No segundo ensaio realizado foi
incluido um grupo controle composto por 4 animais. A infeccdo ocorreu na regido dorsal da
pata traseira direita e ao final de 10 semanas, 0s animais foram eutanasiados, tendo sido
coletada a area de lesdo da pata, o linfonodo popliteo referente a perna direita traseira e 0 bago

de todos os animais.

3.4. Evolucdo Clinica de Infecgdes Unicas e Mistas nos Animais Experimentalmente

Infectados

Os animais foram monitorados semanalmente ao longo de 10 semanas. Nesse periodo,
os animais referentes ao ensaio de infeccdo 1 (total de 28 animais) tiveram suas lesdes
fotografadas, para registro, e medidas por paquimetros digitais, para avaliagdo do edema da
pata infectada em relacdo a pata ndo infectada, e da area da lesdo. As medidas obtidas foram

utilizadas para analisar a evolucdo das lesbes ao longo das semanas de infec¢do. Para isso,
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foram feitas analises estatisticas usando o programa GraphPad Prism (versdo 5.1), com

analise por Two-way ANOVA, onde p<0,05 foi considerado significativo.

3.5. Deteccdo e Caracterizacdo dos Parasitos em Fragmentos de Tecidos das Lesbes

dos Animais Infectados

Ao final das 10 semanas, periodo de acompanhamento dos animais, bidpsias foram
coletadas da &rea de lesdo de todos os 28 animais do ensaio de infec¢do 1 e de todos os 16
animais do ensaio de infeccdo 3 e seguiram para distintas analises de caracterizacdo dos

parasitos presentes no tecido.

3.5.1. hsp70 PCR-RFLP

DNA total foi extraido a partir da biopsia utilizando Qiagen DNeasy kit. Em seguida,
utilizando o primer P4 (234pb), desenhado para amplificar um fragmento do gene hsp70 de
Leishmania, uma PCR foi realizada. O produto desta reacdo, em seguida, foi digerido
utilizando a enzima de restricdo BstUl, com o objetivo de identificar as espécies de
Leishmania presentes nas infec¢Oes mistas. Como descrito anteriormente (da Graca et al.,
2012), esse protocolo é capaz de identiciar L. naiffi e L. braziliensis, gerando padrbes de
RFLP distintos.

3.5.2. Ensaio de Isoenzimas

As bidpsias foram colocadas em tubos de vidro contendo meio de cultura NNN e
Schneider (20% SFB + 2% urina). Logo apds o isolamento e multiplicacdo dos parasitos,
foram preparadas massas de isoenzimas através de etapas de centrifugacédo e adicdo de tampéo
de lavagem (0,85% de NaCl e 0,01M de EDTA). Os extratos de parasitos preparados foram
mantidos em nitrogénio liquido até a hora de serem submetidos a eletroforese para 0s ensaios
enzimaticos. A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1% usando solucdes-tampdao
especificas para as enzimas ensaiadas: 6PGDH (6-fosfogliconato desidrogenase) e G6PDH
(Glicose-6-fosfato desidrogenase), eficientes para identificacdo das espécies de Leishmania
utilizadas nesse estudo (Cupolillo et al 1994). Todas as etapas necessarias para 0 ensaio
enzimatico seguiram protocolos operacionais padrdo (POP) utilizado na Colegdo de
Leishmania da Fiocruz (CLIOC).
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3.6. Andlises Histopatoldgicas

Fragmentos coletados da éarea de lesdo de cada animal foram mantidos em solucéo de
formalina tamponada 10%, em seguida emblocados em parafina e fixados em laminas.
Posteriormente foi realizada a coloracdo por HE (Hematoxilina-Eosina) e as amostras foram
analisadas em microscopio optico em diferentes aumentos.

Para este ensaio foram utilizados animais referentes aos ensaios de infec¢éo 1 e 2.
Entretanto nem todos os animais do ensaio 1 puderam ser utilizados devido a problemas com
a coloracdo de HE em algumas laminas. Dessa forma, o somatorios de animais dos ensaios de
infeccdo 1 e 2, que foram utilizados por grupo foi: 9 animais do grupo Ln, 11 animais do

grupo ¥ Lb, 10 animais do grupo Lb e 8 animais do grupo Mista.

3.6.1. Escore Histopatoldgico

Nesta andlise, caracteristicas inflamatdrias observadas nos fragmentos de lesdo foram
avaliadas em cada animal. Essas caracteristicas foram: infiltrado inflamatorio, células
vacuoladas, necrose, fibrose e corpusculos de Schaumann. Cada uma dessas caracteristicas foi
classificada quanto a auséncia ou intensidade da presenca, representado como: ausente (0
ponto), discreta (1 ponto), média (2 pontos) e intensa (3 pontos), adaptado do que foi proposto
por Xiao-giang Yang e colaboradores em 2013. Cada animal, portanto, recebeu uma
pontuacéo referente ao somatério dos pontos obtidos para cada caracteristica.

As anélises estatisticas foram realizadas pelo GraphPad Prism (versdo 5.1), com
analise paramétrica por One-way ANOVA e pos teste por Bonferroni, onde p <0,05 foi

considerado significativo.

3.6.2. Analise Semi-Quantitativa de Amastigotas nas Lesdes

Para cada animal, 20 campos aleatérios de areas de infiltrado inflamatério da lesdo
foram avaliados, a fim de identificar a possivel presenca de amastigotas nos mesmos. A
contagem foi realizada por microscopia Optica, com campo de imersdo para aumento de
1000x e foram considerados como campos positivos aqueles em que no minimo uma
amastigota foi visualizada. O somatério final dos campos positivos para amastigotas foi
expresso em porcentagem.

As analises estatisticas foram realizadas pelo GraphPad Prism (versdo 5.1), com
analise ndo-paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e pos teste por Dunn, onde p< 0,05 foi

considerado significativo.
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3.7. Carga Parasitaria por PCR em Tempo Real

Foi determinada a carga parasitaria de amostras de linfonodo popliteo e &rea de leséo.
Animais dos ensaios de infecgdo 2 e 3 foram utilizados, contudo, problemas no processo de
extracdo impediu a utilizacdo de todos os 32 animais correspondentes a esses ensaios. Para a
determinacdo da carga parasitaria da area de lesdo foi utilizado um total de 27 animais, que
correspondem a: 7 animais do grupo Ln, 7 animais do grupo %z Lb, 7 animais do grupo Lb e 6
animais do grupo Mista. E, para a determinacdo da carga parasitaria do linfonodo popliteo foi
utilizado um total de 25 animais, que correspondem a: 6 animais do grupo Ln, 5 animais do
grupo ¥ Lb, 7 animais do grupo Lb e 7 animais do grupo Mista.

Logo apos a coleta, as amostras foram colocadas em solucdo de RNAlatter e mantidas
em freezer -80°C, a fim de preservar a qualidade do material genético. Em seguida, foi
realizada a extracdo do DNA seguindo protocolo do Trizol. A partir do DNA obtido, foi
realizada a avaliacdo da carga parasitaria total, utilizando a técnica de PCR em tempo real.
Para tanto, 2,0pl de DNA (25ng/pl) foram usados em um volume final de reacdo de 15ul
contendo 500nM dos primers forward e reverse ssrRNA (para um gene de expressdo
constitutiva do parasito) ou 100nM dos primers forward e reverse GAPDH (para um gene de
expressao constitutiva do hospedeiro). As sequéncias dos primers utilizados constam na
Tabela 3.1.

Foram produzidas 4 curvas de diluicdo 1:10 para a producdo de curva padrao referente
ao primer ssrRNA de Leishmania e 3 curvas de diluigdo 1:10 para a producdo da curva padréo
referente ao primer GAPDH de Hamster, ambas expressas em numero de células. Cada curva
foi composta por no minimo 5 pontos de diluigéo.

Nesta etapa, foi levado em consideracdo que duas espécies distintas de Leishmania
foram utilizadas no experimento. Dessa forma, curvas padrdo para cada uma das espécies,
individualmente foram produzidas. Os valores obtidos em cada uma das curvas foram
utilizados para analise da expressdo do CT de suas respectivas espécies. Com relacdo aos
animais que sofreram infecgdo mista, a quantificacdo destes foi realizada utilizando uma
curva padrédo obtida através das médias das curvas padrdo de L. braziliensis e L. naiffi.

As reacBes de amplificacdo foram realizadas na maquina de PCR em tempo real ViiA 7
(Applied Biosystems), em placas de 384 pocos, com 0s seguintes pardmetros de ciclagem:
desnaturagdo das fitas a 95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos,
60°C por 1 minuto ¢ 75°C por 30 segundos. A curva de melt seguiu as seguintes condicdes:

95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 95°C por 15 segundos.
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Tabela 3.1: Sequéncia dos primers utilizados na avalia¢do da carga parasitaria

Primer Sequéncia Referéncia
ssrRNA | Forward: Prina E. et al.,
5 - TAC TGG GGC GTC AGA G-3’
) 2007
Reverse:
5’— GGG TGT CATCGTTTGC-3’
GAPDH | Forward: Ribeiro-Romaéo
5> -GGT TGC CAAACCTTATCAGAAATG-3
] R.etal., 2014
Reverse:
5 -TTCACCTGTTCCACAGCCTTG-3

3.8. Expressdo Geénica de Citocinas

A expressdo génica de citocinas foi quantificada usando as mesmas amostras
utilizadas para determinacdo da carga parasitaria (referente aos animais dos ensaios de
infeccdo 2 e 3), uma vez que o protocolo de extracdo por Trizol produz uma separagdo em
duas fases: organica (utilizada para extracdo do DNA) e aquosa incolor, que foi utilizada para
a extracdo do RNA.

Entretanto, baixa concentracdo de RNA foi obtida em muitas amostras,
impossibilitando a utilizacdo das mesmas. Para a quantificacdo da expressdo génica da area de
lesdo foi utilizado um total de 17 animais, que correspondem a: 3 animais do grupo controle,
4 animais do grupo Ln, 3 animais do grupo ¥z Lb, 3 animais do grupo Lb e 4 animais do grupo
Mista. E, na quantificacdo da expressdo génica do linfonodo popliteo foi utilizado um total de
14 animais, que correspondem a: 3 animais do grupo Ln, 4 animais do grupo ¥z Lb, 4 animais
do grupo Lb e 3 animais do grupo Mista, ndo tendo sido possivel a obtencdo de RNA de
nenhum animal do grupo controle.

Apds a obtencdo da molécula de RNA, de acordo com o protocolo citado, foi realizado
um tratamento com DNase a fim de evitar possiveis contaminagdes com DNA que tenham
ocorrido durante o processo de extracdo, e em seguida foi feita a sintese da molécula de
cDNA, utilizando High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. A reacdo de transcricdo
reversa da molécula de RNA em cDNA foi composta por 10ul de 2x RT Master Mix (buffer,
dNTPs, random primers, transcriptase reversa e agua) e 10l do RNA extraido.

A partir do cDNA obtido, foi realizado a quantificagdo da expressao de citocinas
inflamatorias e de genes constitutivos utilizando a técnica de PCR em tempo real. Para tanto,
1yl de cDNA (100ng/ul) foi utilizado em um volume final de reacdo de 10ul. Foram
utilizados para avaliar a expressdao de genes constitutivos: 300nM dos primers forward e

reverse GAPDH e, 100nM do primer forward e 300nM do primer reverse B-actina. Para
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avaliar a expressdo génica de citocinas, foram utilizados: 400nM dos primers forward e

reverse IL-10, TNF-a e IL-4, e, 400nM do primer forward e 100nM do primer reverse IFN-y.

As sequéncias dos primers utilizados estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 3.2: Sequéncia dos primers utilizados na avaliacdo da expressdo génica de citocinas.

Primer Sequéncia Referéncia
B-actina | Forward:
5>—~ TCCTGT GGC ATC CAC GAAACT ACA-3¥ Este
Reverse: estudo
5>~ ACAGCACTGTGT TGG CAT AGA GGT 3’
GAPDH | Forward: Ribeiro-
5>~ GGT TGC CAAACCTTATCAGAAATG ¥ x
. Romaéo R.et
Reverse:
5>-TTCACCTGTTCCACAGCCTTG-3 al., 2014
IFN-y Forward: Espitia C.et
5>-TGTTGC TCT GCCTCACTCAGG -3’
. al., 2010
Reverse:
5>~ AAG ACGAGGTCCCCTCCATTC-3
IL-4 Forward: Zivcec M.et
5>-CCACGG AGAAAGACCTCATCTG-3
) al., 2011
Reverse:
5’- GGG TCA CCT CAT GTT GGA AAT AA-3°
IL-10 Forward: Espitia C.et
5>~ GGT TGC CAAACCTTATCAGAAATG ¥
. al., 2010
Reverse:
5>-TTCACCTGTTCCACAGCCTTG-3
TNF-0 | Forward: Espitia C.et
5> -TGAGCCATCGTGCCAATG-3
. al., 2010
Reverse:

5’-AGC CCG TCT GCT GGT ATCAC-%

Foram produzidas 4 curvas de diluicdo 1:4 para cada um dos seis primers utilizados, a

fim de gerar curvas padrdo. Cada curva foi composta por no minimo 6 pontos de diluicao.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas na maquina de PCR em tempo real ViiA 7

(Applied Biosystems), em placas de 384 pocos. Os parametros de ciclagem das reacdes foram

os seguintes: desnaturacdo das fitas a 95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C por

15 segundos, 60°C por 1 minuto ¢ 75°C por 30 segundos. A curva de melt seguiu as seguintes

condigdes: 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e 95°C por 15 segundos.
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4. RESULTADOS

4.1. Evolucdo Clinica de Infecgbes Unicas e Mistas nos Animais Experimentalmente

Infectados

Durante o acompanhamento clinico revelado pela medida do edema da pata infectada
em relacdo a ndo infectada contra lateral, observou-se que as duas primeiras semanas
representaram o periodo pré-patente onde ndo observamos diferencgas entre 0s grupos. Apos
este periodo, observamos o aparecimento de uma papula eritematosa que na maioria dos
grupos evoluiu para lesdo. O edema apresentado pelo grupo Ln foi significantemente menor
comparado aos demais grupos em todos os pontos de observagdo. Diferencas ndo foram
observadas entre 0s grupos ¥z Lb , Lb e Mista até a 5% semana de observacao. A infeccdo com
Lb apresentou edema significantemente maior na 6% semana, enquanto % Lb e Mista
apresentaram medidas semelhante. Na 72 semana, o edema da pata dos animais que receberam
a infeccdo mista aumentou, alcancando medidas semelhantes as do grupo Lb enquanto que o
grupo % Lb, apresentou-se com medida semelhante ao da semana anterior. Na 8% e 102
semana, Y2 Lb foi significantemente diferente do grupo Mista. Além disso, na 10? semana
(final das observagdes), o grupo que recebeu a infeccdo mista apresentou edema com medidas
semelhante a Lb (Figura 4.1 A).

Ao longo das 10 semanas pdés-infeccdo ndo houve ulceracdo induzida no grupo Ln
sobre a pata infectada. Com relacdo aos grupos %2 Lb, Lb e Mista, foi observado que a partir
da 2% semana pos-infeccdo iniciou-se o desenvolvimento de lesdes ndo ulceradas (Figura 4.1
B). Os animais que receberam a infeccdo mista apresentaram um perfil de desenvolvimento
das lesdes, ao longo de todas as 10 semanas pos-infeccdo, muito similar as lesdes
apresentadas pelo grupo Lb, porém, na maioria dos animais, as lesbes eram de maior
gravidade, com leve ulceracdo e area de necrose no centro da lesdo (Figura 4.2 L) . Além
disso, na 42, 58 82 92 e 10% semana pds-infeccdo, a area de lesdo desenvolvida pelo grupo Y2
Lb foi significantemente diferente do grupo Mista (que recebeu nimero de parasitos igual ao

do grupo % Lb), que apresentou maior area de lesdo, semelhante ao grupo Lb.
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Figura 4.1: Evolucgéo da lesdo nos grupos Ln, %Lb, Lb e Mista durante o periodo de 10 semanas pos-
infecgéo.

Experimento realizado com um total de 28 animais (7 animais por grupo), referentes ao ensaio de infecgdo 1. (A)
Edema das patas medido através da diferenca entre a pata infectada e a pata contra-lateral ndo infectada. (B)
Area da leséo sobre a pata infectada. A significncia estd demonstrada entre os grupos Mista e %2 Lb por 2way
ANOVA: *(P<0,05), **(P<0,01), ***(P<0,001).

Os registros fotograficos representativos dos animais infectados em trés momentos
distintos de observacdo (Figura 4.2) demonstram diferencas visiveis no curso da lesdo.
Podemos identificar bem o eritema na regido do inéculo (Figura 4.2 A, D, G, J), a formacao
de papulas (Figura 4.2 B, E, H, K) e o desenvolvimento de lesdes ndo ulceradas na grande
maioria dos animais (Figura 4.2 F, I, L). As infec¢cbes mistas e as Unicas por L. braziliensis
apresentaram maior gravidade quando comparadas as infec¢bes Unicas por L. naiffi, em todos
os trés momentos representados nas imagens. E importante destacar que alguns animais (n=2)
apresentaram area necrosada e escamativa no centro da lesdo, mostrando evolucdo para uma

lesdo ulcerada (Figura 4.2 L).
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32 Semana 62 Semana 92 Semana

Figura 4.2: Caracteristicas macroscopicas do curso da leséo nos grupos Ln, % Lb, Lb e Mista, em trés
momentos distintos de observacéo.

Imagens representativas dos grupos. A: 3% semana pés-infec¢do do grupo Ln; B: 62 semana pos-infec¢do do
grupo Ln; C: 92 semana pés-infecgdo do grupo Ln; D: 3% semana pés-infec¢do do grupo % Lb; E: 62 semana pés-
infecgdo do grupo % Lb; F: 9% semana pés-infec¢do do grupo ¥ Lb; G: 3% semana pés-infecgdo do grupo Lb; H:
62 semana pos-infeccdo do grupo Lb; I: 9% semana pés-infecgdo do grupo Lb; J: 32 semana pos-infeccdo do grupo
Mista; K: 6% semana pos-infeccdo do grupo Mista; L: 9% semana pos-infec¢do do grupo Mista.
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4.2. Deteccdo e Caracterizacdo dos Parasitos em Fragmentos de Tecidos das Lesbes

dos Animais Infectados

A deteccdo e caracterizagdo de parasitos nos fragmentos de tecidos das lesdes dos
animais infectados foi investigada por PCR, tendo como alvo uma regido do gene de hsp70 de
Leishmania, assim como pelo isolamento em cultura.

Foram avaliadas 44 amostras de 22 animais infectados com L. braziliensis (grupos %2
Lb e Lb), 11 animais do grupo Ln e 11 do grupo Mista. Destas, 22, 11 e 11, respectivamente a
cada condicao de infeccdo, foram positivas para PCR e 22, 8 e 11 para cultura.

A PCR para regido do gene de hsp70 de Leishmania seguida da digestdo dos produtos
amplificados pela enzima de restricdo Bstul, foi utilizada para caracterizar 0s parasitos nas
lesbes dos animais com infeccdo mista, uma vez que nos animais com infeccdo Unica a
espécie do parasito ja era conhecida. Dessa forma, como esperado, as amostras das infeccdes
Unicas apresentaram o perfil para as espécies de Leishmania correspondentes a infecgdo, L.
naiffi ou L. braziliensis, comparado com as cepas de referéncia dessas espécies. As amostras
dos animais com infec¢do mista (L. naiffi + L. braziliensis) produziram perfis semelhantes
aqueles observados para as amostras da infec¢do por L. braziliensis e da cepa de referéncia

dessa espécie. Na Figura 4.3 é possivel verificar os diferentes perfis obtidos para algumas das

amostras analisadas

100Bp -- \

Figura 4.3: Gel de poliacrilamida a 6% apresentando perfis obtidos para amostras de lesdo de diferentes
animais infectados com uma Unica espécie ou com infecgdo mista por L. braziliensis e L. naiffi.

Gel representativo dos ensaios de digestdo por BstUl do produto de PCR para regido do gene hsp70. O
experimento foi realizado ao final do acompanhamento clinico de 10 semanas e executado por 2 vezes, com um
total de 28 animais referentes ao primeiro ensaio de infeccdo e 16 animais referentes ao segundo ensaio de
infeccdo. 1- Marcador de peso molecular DNA Leader 100 bp; 2- Amostra de animal infectado com L.
braziliensis; 3 e 6- Cepa de referencia de L. naiffi; 4- Amostra de animal infectado com L. naiffi; 5 e 7- Amostra
de animal com infec¢do mista por L. braziliensis + L. naiffi; 8- Controle (produto ndo digerido).
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Os ensaios de caracterizacdo pelo perfil eletroforético de isoenzimas confirmaram os
parasitos isolados como L. braziliensis ou L. naiffi, conforme a infecgéo realizada. Com
relacdo as infeccbes mistas, observou-se a presenga dos eletromorfos correspondentes as duas
especies, L. braziliensis e L. naiffi. No entanto, a manutencéo da cultura por cerca de 15 dias
mostrou que ha prevaléncia de L. braziliensis apds este periodo e que L. naiffi ndo pode mais

ser detectada na cultura (Figura 4.4).

Figura 4.4: Perfil eletroforético, para as enzimas 6PGDH e G6PDH, observado para parasitos isolados e
cultivados a partir de fragmento de lesdes de animais experimentalmente infectados.

Géis representativos dos ensaios de isoenzimas realizados ao final do acompanhamento clinico de 10 semanas,
executados por 2 vezes, com um total de 28 animais referentes ao primeiro ensaio de infeccdo e 16 animais
referentes ao segundo ensaio de infeccdo. (A) 6PGDH, (B) G6PDH: 1- L. braziliensis cepa de referéncia, 2-
cultura de animal infectado com L. braziliensis, 3 e 12- L. naiffi cepa de referéncia, 4 e 7- cultura de animal
infectado com L. naiffi, 5- cultura de animal com infeccdo mista (L. naiffi +L. braziliensis), apds 15 dias de
cultivo, 6, 8-11- cultura de animal com infeccdo mista (L. naiffi +L. braziliensis), 7- cultura de animal infectado
com L. naiffi.

4.3. Andlises Histopatoldgicas

As andlises histopatoldgicas indicaram a presenga de um infiltrado discreto no grupo
Ln e poucas células vacuolizadas . No grupo Lb foi verificado intenso infiltrado inflamatorio

com presenca de corpusculos de Schaumann e parasitos em macréfagos. No grupo % Lb foi
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observada intensa reacdo granulomatosa e um grande ndmero de parasitos em macréfagos.
Uma reacdo inflamatdria intensa com presenca de parasitos intracelulares com grandes areas
mostrando vacuoliza¢do foi observada em todos os animais no grupo Mista, diferente dos
outros grupos. A Figura 4.5 apresenta imagens da area de lesdo de cada um dos grupos,
ilustrando algumas caracteristicas descritas.

":, : ; A ‘ &Y .:"3"?]‘ Yt "E"*\*‘J } 'r*v):\. §
S RNNNE MR

{

CaeEr R Ny
Mk ¢
R
o d ,’:' )
@t T
o Sl m,éél'f.b :
A ‘.i
- .é’ b Sl
B 4

= 3
: W
;'”."“
-N. W ’[f' Y
AL 2
Saon /;’ B

Car
.y

X

Y% Lb

Mista

24 TN BRI Qe

Figura 4.5: Aspectos histopatoldgicos observados nas lesdes de hamsters experimentalmente infectados
com L. braziliensis, L. naiffi ou infec¢do mista por estas espécies de Leishmania.

Coloracdo de Hematoxilina-Eosina. Imagens representativas de areas de lesdo dos grupos experimentais, obtidas
apos 10 semanas de infeccdo. Os experimentos foram executados por 2 vezes, com um total de 9 animais do
grupo Ln, 11 animais do grupo % Lb, 10 animais do grupos Lb e 8 animais do grupo Mista. A-C: area de lesdo de
animais do grupo Ln; D-F: area de lesdo de animais do grupo Lb; G-I: area de lesdo de animais do grupo 1/2 Lb;
J-L: area de lesdo de animais do grupo Mista. Os simbolos presentes nas imagens significam: CS: Corpusculo de
Schaumann; Seta (—): amastigotas; Asterisco (*): vacuolizagéo.
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4.3.1. Escore Histopatoldgico

Todos os animais do grupo controle obtiveram escore 0, apresentando uma pele sadia
e auséncia de caracteristicas inflamatorias. No grupo Ln o infiltrado inflamatdrio foi
predominantemente discreto, com apenas 1 animal apresentado infiltrado médio. Os grupos
Lb, ¥2 Lb e Mista apresentaram 60%, 60,3% e 62,5% dos animais com infiltrado inflamatorio
intenso, respectivamente. Diferencas estatisticas foram observadas no grupo controle quando
comparado aos grupos Lb, ¥ Lb e Mista, e também foram observadas no grupo Ln quando
comparado aos grupos Lb, ¥2 Lb e Mista (Figura 4.6 A).

Com relacdo as células vacuoladas, os grupos Ln e %2 Lb apresentaram discreta e
média presenca dessas células, respectivamente, sendo que no grupo ¥ Lb alguns animais néo
apresentaram células vacuoladas. Grande variacdo na presenca destas células foi vista no
grupo Lb, no qual foi visualizado desde intensa presenca dessas células até a auséncia das
mesmas. No grupo Mista, em nenhum animal foi visto a auséncia total das células vacuolada e
50% dos animais deste grupo apresentaram intensa vacuolizacdo. Diferencas estatisticas
foram observadas apenas entre o grupo controle e o grupo que recebeu a infeccdo mista
(Figura 4.6 B).

Com excecdo do grupo Ln, que apresentou 22,2% dos animais de seu grupo com
corpusculos de Schaumann na area de lesdo, os demais grupos apresentaram porcentagem
igual ou maior que 60% de animais com esses corpusculos. Diferenga estatistica entre os
grupos, par a par, ndo foram identificadas (Figura 4.6 C).

Em ordem crescente de porcentagem de animais com fibrose na area de lesdo estdo:
grupo Ln (22,2%), grupo Mista (37,5%), grupo %2 Lb (54,5%) e grupo Lb (60%). Nao foram
observadas diferencas estatisticas para esta caracteristica (Figura 4.6 D).

A maioria dos animais pertencentes aos grupos %2 Lb e Lb desenvolveram necrose na
area de lesdo e a porcentagem de animais que apresentaram esta caracteristica, em cada grupo,
ultrapassou 80%. A necrose foi desenvolvida na area de lesdo por 50% dos animais que
receberam a infeccdo mista e no grupo Ln, nenhum animal apresentou necrose. Diferencas
estatisticas foram observadas no grupo controle quando comparado aos grupos Lb e % Lb, e
também foram observadas no grupo Ln quando comparado aos grupos Lb e % Lb. Nenhuma

diferenca estatistica foi identificada no grupo que recebeu a infeccdo mista (Figura 4.6 E).
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Figura 4.6: Intensidade das alteragdes teciduais observadas na analise histopatologica das lesdes cutaneas
em hamsters experimentalmente infectados com Leishmania spp.

A avaliacdo das alteracGes teciduais foi realizada apds 10 semanas de infec¢do. Foram avaliados e comparados: 4
animais do grupo Controle, 9 animais do grupo Ln, 11 animais do grupo % Lb, 10 animais do grupos Lb e 8
animais do grupo Mista, que correspondem aos ensaios de infecgdo 1 e 2, realizados em momentos distintos. A:
Infiltrado inflamatério; B: Células vacuoladas, C: Corpusculos de Schaumann; D: Fibrose; E: Necrose. Cada
ponto representa um animal. Foi feita uma analise semiquantitativa em que cada caracteristica inflamatoria
recebeu uma pontuagdo de acordo com sua intensidade na lesdo (ausente= 0 ponto, discreta= 1 ponto, média= 2
pontos e intensa= 3 pontos). One-way ANOVA/ pés-teste por Bonferroni: *p<0,05; **p<0,005.
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A pontuacdo recebida por cada animal referente a auséncia ou intensidade da presenca
de cada caracteristica inflamatéria analisada apresentou variagdo entre 0s grupos e também
entre animais pertencentes a um mesmo grupo. Apesar disso, na analise do escore
histopatoldgico, diferencas estatisticas foram obtidas entre alguns grupos e podem ser
observadas na Figura 4.7. O grupo controle e o grupo Ln foram estatisticamente diferentes dos

grupos Lb, %2 Lb e Mista, entretanto, ndo apresentaram diferenca estatistica entre si.
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Figura 4.7: Escore histopatologico observado nas lesbes cutdneas de hamsters experimentalmente
infectados com Leishmania spp.

O valor do escore foi obtido por meio do somatdrio das pontuacdes referentes a analise semiquantitativa das
alteracBes histopatolégicas (intensidade de infiltrado inflamatério, células vacuoladas, corplsculos de
Schaumann, fibrose e de necrose da &rea de lesdo de cada animal) apds 10 semanas de infec¢do. Foram avaliados
e comparados: 4 animais do grupo Controle, 9 animais do grupo Ln (L.naiffi), 11 animais do grupo %2 Lb (%2 L.
braziliensis) 10 animais do grupos Lb (L. braziliensis) e 8 animais do grupo Mista, que correspondem aos
ensaios de infeccdo 1 e 2, realizados em momentos distintos. Cada ponto representa um animal. O valor de
escore. One-way ANOVA: ***p< 0,0001/ pds-teste por Bonferroni: *p<0,05; **p<0,005, ***p<0,0005.

4.3.2. Anélise semi-quantitativa de amastigotas nas lesdes

Todos os animais que compdem o grupo Ln apresentaram 40% ou menos de campos
positivos para amastigotas. Mais da metade dos animais do grupo Lb apresentaram
porcentagem de campos positivos, menor ou igual a 35%. Para o grupo ¥ Lb e o que foi
submetido a infec¢do mista, mais da metade dos animais apresentou acima de 50% de campos
positivos para amastigotas. Entretanto, apesar dessas observagdes, diferengas estatisticas

foram encontradas apenas entre o grupo Ln e o grupo %2 Lb (Figura. 4.8).
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Figura 4.8: Andlise semi-quantitaviva de amastigotas nas lesdes dos hamster experimentalmente
infectados.

Foram avaliados 20 campos da area de lesdo. Os campos foram considerados positivos quando no minimo uma
amastigota foi visualizada e somatério final dos campos positivos para amastigotas foi expresso em
porcentagem. Os ensaios foram realizados apds 10 semanas de infeccdo e foram utilizados: 4 animais do grupo
Controle, 9 animais do grupo Ln (L. naiffi), 11 animais do grupo %Lb (%L. braziliensis), 10 animais do grupo Lb
(L. braziliensis) e 8 animais do grupo Mista, que correspondem aos ensaios de infec¢do 1 e 2, realizados em
momentos distintos. Cada ponto representa um animal. Kruskal-Wallis test: *p< 0,05/ pos teste por Dunn: *p<
0,05.

4.4. Carga Parasitaria por PCR em tempo real

Na quantificacdo da carga parasitaria da area de lesdo, comparando as diferencas dos
grupos, par a par, ndo foram encontradas diferencas com significancia estatistica. Os grupos
Lb, %2 Lb e Mista apresentam uma tendéncia de maior carga parasitaria quando comparados ao
grupo infectado com L.(V.) naiffi. Observamos variacdo da carga parasitaria entre os animais
de todos os grupos, exceto no grupo Ln, com todos os animais apresentando baixa
quantificacdo de DNA (Figura 4.9 A). No grupo Ln a menor quantificacdo foi de 0,03 e a
maior de 0,29, enquanto no grupo “2Lb observamos uma quantificagdo que variou de 0,20 a
3,70, de 0,13 a 3,07 no grupo Lb e de 0,04 a 2,82 no grupo Mista. De uma forma geral, os
resultados da quantificacdo de parasitos por qPCR corroboram o que foi observado pela
quantificacdo de amastigotas na lesdo determinada pela avaliagdo das laminas.

Quanto a carga parasitaria do linfonodo popliteo (Figura 4.9 B), foi identificada
diferenga estatistica entre Lb e Ln e entre Lb e “Lb. A infeccdo mista ndo apresentou
diferenga estatistica com nenhum dos outros grupos, apesar de apresentar uma tendéncia de
maior carga parasitaria quando comparada com Ln e com % Lb. Foi observado ainda que no

grupo Lb ocorreu variacdo entre a carga dos animais que compdem este grupo, gerando
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grande dispersdo dos pontos representativos dos animais no grafico, quando comparados a

distribuicdo dos pontos dos demais grupos.
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Figura 4.9: Quantificagdo da carga parasitaria por PCR em tempo real.

A carga parasitéria foi estimada ap6s 10 semanas de infeccdo a partir de DNA extraido da &rea de lesdo ou do
linfonodo popliteo de animais infectados, correspondentes aos ensaios de infeccdo 2 e 3, realizados em
momentos distintos. Nos ensaios realizados a partir da area de lesdo (A) foram utilizados: 7 animais do grupo Ln
(L. naiffi), 7 animais do grupo “2Lb (*L. braziliensis), 7 animais do grupo Lb (L. braziliensis) e 6 animais do
grupo Mista. Nos ensaios realizados a partir do linfonodo popliteo (B) foram utilizados: 6 animais do grupo Ln
(L. naiffi), 5 animais do grupo “2Lb (*L. braziliensis), 7 animais do grupo Lb (L. braziliensis) e 7 animais do
grupo Mista. Cada ponto representa um animal (one-way ANOVA: **p< 0,001/ pés teste por Bonferroni:
*p<0,05).

4.5. Expressdo génica de citocinas

A expressdo de citocinas, IL-4, IL-10, TNF-o e IFN-y, na lesdo e no linfonodo
popliteo dos animais infectados foi avaliada ao final do acompanhamento da infec¢do (10
semanas).

N&o foi observada significancia estatistica na expressao de IL-4 (Figura 4.10 A) nas
lesGes, entretanto alguns dos animais representantes do grupo Ln e do grupo Mista
apresentaram maior expressdo desta citocina quando comparados aos demais animais. O
grupo controle e 0 grupo ¥z Lb foram os que apresentaram as menores expressoes de 1L-4. Na
avaliacdo da expressdo de IL-10 nas lesdes (Figura 4.10 B), diferengas entre os grupos, par a
par, ndo foram identificadas. Ainda assim, é possivel visualizar que 3 dos 4 animais
representantes do grupo que recebeu a infeccdo mista apresentam expresséo de IL-10 acima
da mediana de todos os outros grupos analisados. A expressdo de IFN-y ndo apresentou
significancia estatistica (Figura 4.10 C), mas o0 grupo Ln e o grupo Mista apresentaram alguns
animais com maior expressdo dessa citocina comparado a animais de outros grupos. Um dos

animais do grupo Mista, por exemplo, apresentou expressdo desta citocina aproximadamente
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60 vezes maior que a expressdo de animais do grupo controle e do grupo Y2 Lb. A expressédo
de TNF-a foi estatisticamente maior no grupo Mista comparado com cada um dos outros
grupos (Figura 4.10 D). Além disso, 0 grupo Ln apresentou um de seus animais com
expressao de TNF-a semelhante a de animais do grupo Mista.
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Figura 4.10: Expressdo génica, determinada por PCR em tempo real, de citocinas na area de lesdo na pata
de animais experimentalmente infectados.

A expressdo génica de citocinas foi determinada apds 10 semanas de infeccdo em animais pertencentes aos
ensaios 2 e 3, realizados em momentos distintos. Foram avaliados: 3 animais do grupo Controle, 4 animais do
grupo Ln (L. naiffi), 3 animais do grupo %2Lb (‘L. braziliensis), 3 animais do grupo Lb (L. braziliensis) e 4
animais do grupo Mista. Cada ponto representa um animal. A: expressdo relativa de IL-4; B: expressdo relativa
de IL-10; C: expressdo relativa de IFN-y; D: expressio relativa de TNF-a. Testes estatisticos realizados por One-
way ANOVA/ pés teste por Bonferroni: *p<0,05; **p<0,005).

N&o foi observada significancia estatistica entre os grupos na quantificagdo de IL-4
nos linfonodos (Figura 4.11 A). Na avaliacdo da expressdo de IL-10 (Figura 4.11 B)
diferengas entre os grupos, par a par, também ndo foram identificadas. Entretanto, no grupo
Ln e no grupo Mista é possivel observar que a expresséo de IL-10 em todos os animais desses

grupos foi proxima de zero e, 0s grupos Lb e ¥ Lb apresentaram similar expressdo desta
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citocina. A expressdo de IFN-y foi significantemente maior no grupo Lb comparada com a

expressdo apresentada pelo grupo Ln (Figura 4.11 C), entretanto, apesar de nao ter sido

refletido estatisticamente, os grupos ¥z Lb e Mista apresentaram tendéncia de maior expressao

desta citocina que o grupo Ln. N&o foi observada significancia estatistica na avaliacdo da

expressao de TNF-a e a expressdo desta citocina foi similar entre os grupos (Figura 4.11 D).
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Figura 4.11: Expressdo génica, determinada por PCR em tempo real, de citocinas inflamatérias no
linfonodo popliteo de animais experimentalmente infectados, organizados em grupos.

Os grupos foram: L. naiffi (Ln), %2 L. braziliensis (Y2Lb), L. braziliensis (Lb) e Mista. Cada ponto representa um
animal. A: expressdo relativa de IL-4; B: expressdo relativa de IL-10; C: expressdo relativa de IFN-y; D:
expressdo relativa de TNF-a. Testes estatisticos realizados por Kruskal-Wallis/ pos teste por Dunn: *p<0,05)
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5. DISCUSSAO

Parasitos do género Leishmania encontram-se distribuidos em diferentes regifes do
mundo e sdo os agente etiologicos de uma série de manifestagdes clinicas conhecidas como
leishmanioses (Alvar J. et al., 2012). Nas Américas, as formas clinicas cutaneas causadas por
estes parasitos variam desde lesGes localizadas até formas mais graves que atingem mucosas e
podem causar lesGes desfigurantes (Marzochi M. & Marzochi K., 1994). A espécie L.
braziliensis estd envolvida com estas diversas formas clinicas, sendo a principal espécie
incriminada com casos da doenca ocorridos no Brasil (Min. da Salude, 2018). Outras seis
espécies de Leishmania também estdo envolvidas com a doenca neste pais, como por
exemplo, L. naiffi, envolvida com casos benignos da doenca (Naiffi et al., 1991; van der
Snoek et al. 2009; Figueira L., 2017).

Eventos de simpatria de espécies de Leishmania ja foram registrados em algumas
regides do Brasil, como por exemplo, na regido Amazonica, em que ocorre a circulacdo das
sete espécies do parasito responsaveis pela doenca no pais (Min. da Salude, 2018). Casos de
leishmaniose causada por mais de uma espécie do parasito podem parecer raros, entretanto, a
falta de métodos de diagnostico disponiveis para detectar eventos deste tipo, podem
subestimar estes casos. Apesar disso, existem na literatura registros de infec¢es mistas por
espécies de Leishmania em flebotomineos (Rafizadeh S. et al., 2016), em animais
reservatorios (Madeira M. et al., 2006) e também no homem (Coelho L. et al., 2011).

Infecgbes mistas podem ser a causa do agravamento ou melhora de infecgbes e o
estudo de infecgbes deste tipo € relevante para a compreensdo de aspectos imunoldgicos
importantes e de fatores parasito-especificos envolvidos na doenca. Sendo assim, este trabalho
teve como objetivo avaliar infecgbes mistas experimentais entre as espécies L. braziliensis e
L. naiffi, de maneira a detectar e analisar mudancas na susceptibilidade, viruléncia e progresso
da doenca.

Ao longo deste estudo foram realizados trés ensaios de infeccdo experimental. Cada
ensaio de infeccdo foi composto por grupos de animais que sofreram infeccBes Unicas ou
mistas com as espécies mencionadas. O modelo animal utilizado neste estudo foi o Hamster
Dourado (Mesocricetus auratus), que vem sendo amplamente citado na literatura como o
modelo mais suscetivel a infeccGes experimentais por parasitos do subgénero Viannia,
apresentando caracteristicas clinicas e histopatoldgicas similares as observadas em humanos
(Kahl L. et al., 1991; Gomes-Silva et al., 2013).

Um primeiro ponto que deve ser abordado é a natureza dos isolados usados neste

estudo. Ambos o0s isolados sdo provenientes da mesma area endémica do Estado do Paré e sdo
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menos virulentos que outros isolados observados na literatura, principalmente para L.
braziliensis. Isto ficou claro quando ao longo de 10 semanas de infec¢cdo ndo observamos
lesBes ulceradas. A escolha destes isolados foi devida a ocorréncia de hibridos entre estas
duas espécies nesta area. Entretanto, este fato resultou em uma melhor visualizacdo do
fendmeno bioldgico que estudamos.

Na avaliacdo da evolugdo clinica das infec¢cbes nos animais experimentalmente
infectados, o grupo Ln apresentou edema significantemente menor comparado aos demais
grupos, em quase todos os pontos de observacao e auséncia de lesdo, a ndo ser por um leve
eritema e pequena papula nas primeiras semanas. Nossos achados corroboram dados da
literatura que apontam L. naiffi como uma espécie benigna. Diferentes autores, ja
demonstraram em infecgdes em humanos por L. naiffi, 0 desenvolvimento de lesGes Unicas,
pequenas e de boa resposta ao tratamento (van der Snoek et al. 2009; Figueira L. et al., 2017).
As diferencas nas medidas das patas, observadas a partir da 5% semana entre os grupos %zLb e
Lb, e a area de lesdo significantemente maior no grupo Lb em comparacdo a %2Lb observada
em 5, das 10 semanas de observacdo, corroboram o que foi visto por Ribeiro-Romao R. e
colaboradores em 2014, que comparou infeccdes em hamsters por indculos distintos de L.
braziliensis. Ao comparar tamanhos de lesdes apresentadas por hamsters infectados com os
indculos 10*, 10° e 10° notou que os inéculos maiores (10° e 10°) geraram lesdes maiores que
0 indculo com menos parasitos (10, sugerindo que a concentracdo de parasitos no inéculo
influencia no curso clinico da lesdo. O grupo Mista apresentou ao final do acompanhamento
clinico de 10 semanas, edema semelhante ao grupo Lb e estatisticamente diferente do grupo Y2
Lb, e desenvolvimento de area de lesdo muito similar ao grupo Lb (ndo tendo inclusive
apresentado diferenca estatistica com esse grupo em nenhum ponto). Esses dados sugerem
que a infec¢do mista entre L. braziliensis e L. naiffi levam ao desenvolvimento de um curso
clinico de maior gravidade quando comparada a infecgdes Unicas por L. braziliensis (com a
mesma quantidade de parasitos) e por L. naiffi (com o dobro de parasitos). Demonstrando
que, apesar da espécie L. naiffi sozinha apresentar um curso clinico benigno, em infeccdes
mistas com L. braziliensis, ela parece contribuir com a gravidade do mesmo.

E conhecido que as infecgbes por L. braziliensis sdo descritas por envolver grande
resposta linfoproliferativa acompanhada por alta liberagcdo de IFN-y, levando a formagao de
lesGes cutaneas. Entretanto, L. naiffi induz a uma resposta balanceada Thl e Th2 com menor
producéo de IFN-y por parte do hospedeiro, levando a lesdes benignas, porém com alta taxa
de permanéncia e sobrevivéncia do parasito (Matta N. et al, 2010). Dessa forma,
caracteristicas intrinsecas de L. naiffi que ainda ndo estdo bem esclarecidas, em casos de

infeccdo mista com L. braziliensis possivelmente contribuem para uma resposta com maior
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liberacdo de citocinas pré-inflamatorias e dano tecidual, apresentando por essa razdo, curso
clinico similar as infec¢bes que foram realizadas com maior concentra¢do de parasitos de L.
braziliensis.

Os resultados obtidos através da analise do curso clinico mostraram diferencas entre
infeccBes Unicas e mistas. Para tanto, foi verificado se ambas as espécies administradas na
infecgdo mista eram mantidas até o final do curso clinico, a fim de constatar se os resultados
obtidos até entdo correspondiam a atuacdo das duas espécies ou apenas aquela que
possivelmente se mantinha presente. Dessa forma, foi realizada a caracterizacdo dos parasitos
com base no DNA presente nas lesdes utilizando-se a técnica de Hsp70 PCR-RFLP, uma
metodologia que tem se mostrado importante no diagndstico molecular, capaz de diferenciar
um grande nimero de espécies do género Leishmania (da Graga G. et al. 2012). Em nossos
resultados foram observadas nas infeccbes Unicas as respectivas espécies administradas
inicialmente, entretanto, foi identificado na infeccdo mista a presenca apenas de L.
braziliensis. Uma hipdtese para explicar este fato seria a diferenca na quantidade relativa
entre as duas espécies ao final do periodo de observacdo na infeccdo mista. Campos e
colaboradores em 2008 demostraram em experimentos in vitro que a espécie L. naiffi
apresenta baixo indice de infeccdo comparada a L. braziliensis e, portanto, poderia ser essa a
razdo pela qual a mesma neste estudo nédo foi detectada pelo PCR-RFLP. Havendo maior
quantidade relativa de uma das espécies, o PCR hsp70 poderia amplificar uma maior
guantidade de alvos da espécie mais abundante, inviabilizando a deteccdo de outra possivel
espécie presente na amostra.

Em seguida, para o mesmo fim, foi utilizada a técnica de ensaio de isoenzimas
(Cupolillo E. et al., 1994), que ¢ considerada a técnica “padrao ouro” na caracterizagdo de
parasitos isolados de les@es.

Os primeiros resultados demonstraram sucesso no isolamento de parasitos de ambas as
espécies, provenientes das lesdes, até mesmo no caso de L. naiffi que ndo foi capaz de induzir
lesdo. Diferente do que ocorreu no PCR-RFLP, nas infeccbes mistas também foi possivel
isolar e determinar a presenca das duas espécies de Leishmania por isoenzimas, possivelmente
pelo fato de que logo apds a extracdo das bidpsias da lesdo, as mesmas foram mantidas em
cultivo, possibilitando a replicagdo de parasitos que talvez se encontrassem em menor
quantidade. Entretanto, ao analisar amostras de infecgdes mistas mantidas em cultura ao longo
de diversas passagens, a espécie L. naiffi desaparece da cultura ou permanece em quantidades
nédo detectadas pelo ensaio de isoenzimas.

Em andlises de caracterizacdo de espécies de Leishmania provenientes de pacientes,

pode ocorrer por vezes, certa demora no periodo de coleta da amostra, manutencdo em cultura
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e chegada ao local no qual sera realizada a identificacdo. Os resultados deste estudo
demonstram por isoenzimas que é possivel durante o cultivo axénico, uma determinada
espécie sobrepujar a outra, caracterizando a espécie majoritaria na cultura. E ainda, que a
técnica de PCR-RFLP pode em casos de infeccdo mista ndo ser capaz de eficientemente
detectar mais que uma das espécies presentes na amostra. Em conjunto, esses resultados
sugerem que casos de infeccGes mistas que ocorrem na natureza (em que uma das espécies
ocorre em menor proporcdo) podem ndo estar sendo devidamente identificados, levando a
subnotificacdo dos mesmos.

O infiltrado inflamatdrio € um importante sinalizador, em analises histopatologicas, da
resposta do organismo mediante uma infeccdo. Ele foi uma das caracteristicas avaliadas neste
estudo e mesmo apresentando diferentes intensidades, foi visualizado em todos os grupos
infectados. As diferencas identificadas entre os grupos refletem a gravidade da infeccéo
mediante cada espécie ou indculo, o que fica claro no grupo Ln, que apresentou intensidade de
infiltrado inflamatdrio significantemente menor que os demais grupos infectados, refletindo
uma inflamag&o mais branda comparada aos demais.

Células vacuoladas foram vistas de maneira mais expressiva no grupo Misto, ndo
tendo nenhum animal deste grupo apresentado auséncia total destas células. Kahl e
colaboradores em 1991 demonstraram que a vacuolizag¢do de macrofagos € uma das principais
caracteristicas histopatoldgicas em lesdes cronicas de hamsters infectados com Leishmania do
subgénero Viannia. Além disso, Silveira e colaboradores em 2008 sugeriram que a resposta
histopatoldgica esta sujeita, além de outros fatores, também a influéncia de agente especifico.
Alguns trabalhos apontam, por exemplo, em casos de LCL, o envolvimento de L.
amazonensis com o desenvolvimento de muitos macréfagos vacuolados (Moraes M &
Silveira F., 1994), enquanto que em casos de LCL por L. braziliensis € observada reacao
linfoplasmocitaria, com raros macrofagos vacuolados (Magalhdes A. et al., 1986). Outros
estudos também associam L. braziliensis com a baixa intensidade desta caracteristica, como
por exemplo, o trabalho desenvolvido por Silveira F. e colaboradores em 1990, que mostrou a
auséncia de macrofagos vacuolados em modelo experimental primata Cebus apella (Primates:
Cebidae) infectado com L. braziliensis. Portanto, de acordo com os dados observados no
presente estudo é possivel que a intensa presenca de células vacuoladas na infecgdo mista, ndo
esteja relacionada apenas com o fato desta ser uma caracteristica geralmente evidenciada no
modelo hamster, tampouco com a presenca de L. braziliensis, que como demonstrado, em
geral, ndo tem sido associada com esta caracteristica, mas sim com a interacao das espécies na
coinfecgéo, funcionando como um fator para o desenvolvimento de células vacuoladas, sendo

estas um indicativo de degeneracéo tecidual.
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Os corpusculos de Schaumann, outra caracteristica inflamatoria avaliada, sao
estruturas basofilicas em formato lamelar concéntrico que ocorrem a partir de debris celulares
e parasitos mortos que ndo sdo rapidamente reabsorvidos e sofrem calcificacdo. Sdo também
consideradas como caracteristicas histopatologicas peculiares do modelo hamster em
infeccbes cuténeas cronicas com Leishmania (Wilson et al., 1979; Kahl L. et al. 1991).
Dumont A. & Sheldon H. em 1965 apontaram o0s corpusculos de Schaumann em hamsters
como um indicativo de um sistema fagocitico mononuclear fragil, o que pode estar
relacionado aos dados encontrados que mostram que mediante infec¢Bes por L. braziliensis e
nas infeccdes mistas realizadas neste estudo (que com variagcfes na intensidade, apresentaram
pelo menos 60% de seus animais expressando esta caracteristica) a predominéncia destas
estruturas € maior, representando uma maior dificuldade do organismo em combater a
infeccdo. No grupo Ln, entretanto, a auséncia desta caracteristica ou a baixa intensidade dela
podem estar representando a contencao mais rapida e eficiente da infeccao.

A necrose, um dos principais achados histopatoldgicos observados na leishmaniose
tegumentar em humanos (Mehregan D. et al. 1999), foi também visualizada nos ensaios de
infeccdo realizados nos grupos %:Lb, Lb e Mista. Nenhum dos animais do grupo Ln
apresentaram necrose, reafirmando o curso clinico benigno apresentado por essa espécie.
Entretanto, mesmo com a presenca desta espécie na infeccdo mista, o desenvolvimento de
necrose ocorreu nos animais infectados com ambas as espécies, mostrando que a presenca de
L. naiffi, interfere aumentando a reacdo inflamatdria, sendo esta caracteristica histopatologica
frequentemente observada nas infeccBes mistas. O desenvolvimento de necrose no modelo
utilizado neste estudo corrobora a capacidade dos hamsters em mimetizar a infeccdo em
humanos, apresentando inclusive maior viruléncia de L. braziliensis, com sutis diferencas
entre 0s grupos infectados com esta espécie.

O célculo de escore histopatoldgico demonstrou que 0s animais do grupo controle,
como esperado, ndo apresentaram inflamagéo, caracterizando uma pele sadia. Os animais do
grupo Ln apresentaram baixo escore histopatolégico comparado aos demais grupos
infectados, obtido principalmente pela baixa intensidade do infiltrado inflamatério e pela
auséncia de necrose, caracteristicas histopatoldgicas importantes durante a infec¢do. Em
conjunto, é possivel inferir que a infeccdo causada por L. naiffi é responsavel pela ativacdo da
resposta imune do hospedeiro, porém com a capacidade de conter a infeccdo. Os demais
grupos infectados ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si, demonstrando que a
presenca de L. naiffi na infecgdo mista ndo foi capaz de modular a intensidade de algumas das

caracteristicas inflamatorias avaliadas neste estudo, porém em associagdo com L. braziliensis
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leva a maior intensidade da resposta inflamatéria com dano tecidual mais intenso,
representado principalmente pelas células vacuoladas.

Através das analises histopatoldgicas também foi realizada uma andlise semi-
quantitativa de amastigotas da area de lesdo. Todos os animais do grupo Ln apresentaram 40%
ou menos de campos positivos para amastigotas, um indicativo do baixo indice de infeccao
desta espécie (mas ainda assim com a persisténcia do parasito na lesdo) comparado aos grupos
infectados com L. braziliensis, que apresentaram animais com até 100% de campos positivos.
Esses resultados corroboram os dados apresentados por Campos M. e colaboradores em 2008,
gue em ensaios in vitro com macrofagos, demonstraram o baixo indice de infeccdo de L. naiffi
comparado a L. braziliensis. Curiosamente, o grupo ¥ Lb foi identificado como o Unico grupo
a apresentar mais de 70% de seus animais, com 80% de campos positivos para amastigotas.
De acordo com Belkaid e colaboradores em 2000, uma fase de estabelecimento do parasito e
consequente aumento da carga parasitaria ocorre inicialmente, em seguida, ocorre o
desenvolvimento da lesdo associada a uma infiltracdo aguda de neutréfilos, macréfagos e
eosindfilos na derme que leva a morte de parasitos no local. De acordo com isso, podemos
considerar que a lesdo se desenvolve e aumenta quando a carga parasitaria diminui. Sendo
assim, esta alta porcentagem de campos com amastigostas nos animais do gupo % Lb é
complementar aos resultados obtidos durante o curso clinico das lesdes, nos quais foi vista
menor area de lesdo nos animais desse grupo, comparado aos animais do grupo Lb ou Mista.
Portanto, devido ao indculo dos grupos Lb e Mista, ser maior inicialmente, durante o curso
clinico de 10 semanas, grandes lesGes nas areas infectadas foram formadas. A infeccdo no
grupo YLb, por sua vez, possivelmente por ter recebido a metade do in6culo inicialmente,
apresenta um momento de infeccdo anterior pelo qual os animais que receberam in6culo total
ja passaram representando que, histologicamente o curso da lesdo é alterado e o indculo
menor deve ser comparado com tempos anteriores dos outros grupos experimentais.
Magalhdes A. e colaboradores em 1986 relataram que o momento em que a infeccdo se
encontra pode ser determinante na quantidade de parasitos presentes na lesdo. Ao analisarem
material de biopsia de diversos pacientes com LC causada por L. braziliensis, relataram que
0s parasitos apareceram significantemente em maior nimero nas lesées com menor tempo de
evolucéo.

A carga parasitaria da area lesdo avaliada por PCR em tempo real apresentou resultado
similar ao que foi identificado na histopatologia. Entretanto, o fato das cargas parasitarias dos
grupos Lb e “.Lb ndo terem apresentado diferenca estatistica entre si, esta também de acordo
com o que foi verificado por Ribeiro-Roméo R. e colaboradores em 2014, que utilizando o
modelo hamster, mostrou que diferentes indculos iniciais (10%, 10° e 10°) da espécie L.
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braziliensis ndo influenciam na carga parasitaria obtida ao final do curso clinico. A baixa
carga parasitaria identificada na infec¢do unica por L. naiffi ndo ocorreu nas infeccbes mistas,
demonstrando que neste tipo de infeccdo, a presenca de ambas as espécie leva ao
desenvolvimento de alta carga assim como ocorre nas infec¢bes Unicas por L. braziliensis.
Wilson H. e colaboradores em 1979 mostraram em experimentos com hamsters infectados
com L. braziliensis e L. amazonensis que diferentes perfis de crescimento e comportamento
das lesdes sdo obtidos nas infeccBes por cada uma das espécies, mostrando dessa forma que a
espécie do parasito é uma caracteristica que contribui para a patogénese. No presente estudo,
inéculos com a mesma concentracdo, porem com diferentes espécies de parasitos foram
realizados (grupos Lb e Mista), mostrando que os distintos eventos e manifestacdes clinicas
geradas foram influenciados pela espécie do parasito e possivelmente, ndo pela concentracdo
do indculo, ja que este foi igual inicialmente e, ao final das 10 semanas de acompanhamento
apresentaram carga parasitaria sem diferencas estatisticas.

A carga parasitaria quantificada no linfonodo popliteo foi claramente mais baixa em
todos 0s grupos comparada a carga parasitaria da pele. Em relagdo ao grupo % Lb, devido a
menor quantidade inicial de parasitos, a infeccdo neste caso, possivelmente esta no inicio da
sua expansdo para o linfonodo, estando concentrada ainda na lesdo. No caso do grupo Ln,
devido a baixa viruléncia da espécie, a mesma concentra-se na lesdo, expandindo-se pouco
para outros locais. O grupo que recebeu a infeccdo mista, entretanto, apresentou uma
tendéncia de maior carga parasitaria, ndo apresentando inclusive diferenca estatistica com o
grupo Lb (que apresentou carga estatisticamente maior comparado aos demais grupos),
mostrando que a presenca de ambas as espécies pode levar a uma expansao mais rapida da
infecgdo para outros locais, além do sitio de infecg&o.

Foi avaliado também a presenca de RNAm de citocinas envolvidas nos processos de
inflamacdo, inibicdo da inflamacdo e regulacdo da resposta imune. As citocinas sao um
importante grupo de proteinas envolvidas na resposta imune inata e adaptativa, com a funcdo
de direcionar as células ao desenvolvimento de perfis de resposta especificos mediante
diferentes situacdes de risco ao organismo.

Na area de lesdo, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos na expressdo de I1L-4.
Esta citocina tem sido frequentemente associada com a susceptibilidade a infec¢do por
Leishmania, pois desempenha um importante papel na inibicdo da atividade microbicida de
macrofagos prolongando a sobrevivéncia dos parasitos (Kropf P. et al., 2005; Zamorano J. et
al., 2003). Entretanto, observou-se no grupo Ln uma tendéncia de maior expressdo desta
citocina (com 2 de seus 4 animais apresentando expresséo relativa de IL-4 acima da mediana

dos outros grupos), assim como observado por Espir e colaboradores em um estudo realizado
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em 2014 com pacientes apresentando leishmaniose cutdnea por L. naiffi. Essa tendéncia
apresentada, em associagcdo com a expressdo de TNF-a (também com 2 dos seus 4 animais
com expressdo acima da mediana dos outros grupos) reflete as caracteristicas da espécie L.
naiffi com a apresentacdo de um perfil inflamatorio balanceado, que leva ao desenvolvimento
de um curso clinico benigno.

IL-10 € considerada como um citocina imunoreguladora por controlar respostas
exacerbadas como aquelas que ocorrem na leishmaniose mucosa, por exemplo, em que ha
intensa producdo de citocinas do perfil Thl, levando a destruicdo do parasito, mas também a
danos teciduais no hospedeiro (Saraiva M. & O’Garra A., 2010; Belkaid Y. et al., 2001). Na
avaliacdo da expressdo de IL-10 na area de lesdo também ndo foi identificada diferenca
estatistica entre os grupos, entretanto, o grupo Mista apresentou forte tendéncia de maior
expressao desta citocina (visto que 3 de seus 4 animais apresentaram expressao relativa acima
da mediana dos outros grupos), que pode ser interpretado como uma forma de conter a
resposta inflamatdria apresentada pelos animais do grupo Mista, demonstrada pela expresséo
significantemente mais elevada de TNF-a em comparacdo a todos 0S outros grupos
infectados. A citocina TNF-o € uma importante citocina pré-inflamatoria na LC (Schoenborn
J. & Wilson C., 2007), e sua expressdo elevada em comparacdo aos demais grupos, inclusive
ao grupo Lb, reflete a gravidade da infeccdo mista entre L. naiffi e L. braziliensis. Além disso,
apesar de ndo terem sido identificadas diferencas estatisticas entre 0s grupos na expressao da
citocina IFN-y, o grupo Mista apresentou tendéncia de maior expressdo desta importante
citocina pro-inflamatéria (2 de seus 4 animais apresentaram expressdo relativa acima da
mediana dos outros grupos).

A baixa expressdo ou a auséncia de detecgdo das citocinas no grupo Y2Lb pode ser
explicada pelo fato de que por ter sido inoculado inicialmente a metade do nimero de
parasitos neste grupo com relagdo aos outros grupos, é possivel que este se encontre em um
momento de infeccdo anterior, e caso fosse mantida a observagdo do curso clinico por maior
periodo de tempo, o grupo alcancaria também uma maior expressao das citocinas observadas.

As citocinas também foram avaliadas no linfonodo, onde claramente foi possivel
observar uma expressao reduzida para todas as citocinas em todos 0s grupos comparado a
expressao verificada na area de lesdo. De acordo com o que foi observado na carga
parasitaria, a infeccdo estava concentrada na area de lesdo e iniciando sua expansdo para o
linfonodo, por essa razdo, com a presenca de poucos parasitos no orgao, a produgdo de
citocinas também estava reduzida. IFN-y foi estatisticamente mais expresso pelo grupo Lb em

relacdo ao grupo Ln, o que pode ser justificado pela carga parasitaria mais alta do grupo Lb
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em relacdo aos demais grupos, levando dessa forma a uma producéo de citocinas mais elevada
gue nos demais.

Assim, infeccbes mistas, que ja tiveram sua ocorréncia na natureza comprovada por
diversos trabalhos, devem ser investigadas experimentalmente a fim de que 0s mecanismos
imunologicos envolvidos que levam a melhora ou piora das infeccbes possam ser

compreendidos.
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6. CONCLUSOES

O curso clinico das infeccdes mistas por L. naiffi e L. braziliensis em hamsters é mais
grave do que o curso clinico de infec¢Bes Unicas por L. braziliensis com a mesma quantidade

de parasitos e com o dobro de parasitos em infecgdes unicas por L. naiffi;

Casos de infeccdo mista podem néo ser identificados em situagdes em que a amostra a
ser analisada é mantida em cultura por periodo prolongado, levando a caracterizacdo apenas

da espécie majoritaria na cultura;

A intensidade do infiltrado inflamatdrio, da presenca de corplsculos de Schaumann,
de fibrose e de necrose, gerada pelas infeccdes mistas por L. naiffi e L. braziliensis €
semelhante com a gerada nas infecgdes Unicas por L. braziliensis (independente do indculo).
Entretanto, intensa presenca de células vacuoladas, que representam degeneracdo tecidual,

ocorre nas infec¢bes mistas com maior intensidade.

N&o ha diferenca na carga parasitaria da area de lesdo apds curso clinico de 10
semanas entre infeccdes por L. braziliensis com indculos iniciais distintos (2,5x10° e 5x10°
parasitos). Entretanto, a infeccdo por L. braziliensis com maior indculo inicial alcanca

primeiro o linfonodo, refletindo maior carga parasitaria neste 6rgao.

A infeccdo mista por L. naiffi e L. braziliensis apresenta expressao de RNAm de IL-4,
IL-10, IFN-y e TNF-a na area de lesdo, sendo esta tltima a mais abundante dentre as citocinas
avaliadas. Comparada a infec¢@es Unicas pelas mesmas espécies, a infeccdo mista apresenta a
maior expresséo de RNAmM de TNF-o, que pode explicar a degeneracdo tecidual e

agravamento clinico.

Em resumo, sugerimos que as infeccBes mistas por L. naiffi e L. braziliensis no
modelo hamster levam ao desenvolvimento de uma doenga mais grave do que infeccGes
unicas por L. braziliensis (com a mesma quantidade de parasitos) e por L. naiffi (com o dobro
de parasitos), evidenciado pelo curso clinico apresentando les6es grandes e edemaciadas, pela
intensa presenca de células vacuoladas (degeneracdo tecidual) na &rea de lesdo e pela alta

expressao de TNF-a.
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