UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PARASITOLOGIA

DIFERENTES FASES DA INFECCAO POR Schistosoma mansoni AFETAM A
SUSCEPTIBILIDADE DE MACROFAGOS DERIVADOS DE MEDULA OSSEA A

Leishmania (Leishmania) amazonensis IN VITRO

GENIL MORORO ARAUJO CAMELO JUNIOR

BELO HORIZONTE
2019



GENIL MORORO ARAUJO CAMELO JUNIOR

DIFERENTES FASES DA INFECCAO POR Schistosoma mansoni AFETAM A
SUSCEPTIBILIDADE DE MACROFAGOS DERIVADOS DE MEDULA OSSEA A

Leishmania (Leishmania) amazonensis IN VITRO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais
como requisito parcial para obtencdo do titulo de

mestre em Parasitologia.
Area de concentragdo: Imunoparasitologia
Orientadora: Profa. Dra. Déborah Aparecida Negrao-

Corréa

Coorientadora: Profa. Dra. Maria Norma Melo

BELO HORIZONTE
2019



043

Camelo Junior, Genil Mororé Aratjo.

Diferentes fases da infecgdo por Schistosoma mansoni afetam a susceptibilidade
de macréfagos derivados de medula 6ssea a Leishmania (Leishmania) amazonensis
in vitro [manuscrito] / Genil Mororé Aratjo Camelo Janior. - 2019.

106 f. : il.; 29,5 cm.

Orientadora: Profa. Dra. Déborah Aparecida Negrao-Corréa. Coorientadora:
Profa. Dra. Maria Norma Melo.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pés- Graduacao em Parasitologia.

1. Parasitologia. 2. Esquistossomose. 3. Leishmaniose. 4. Coinfecgao. 5.
Resposta imune. I. Negrao-Corréa, Déborah Aparecida. II. Melo, Maria Norma.
III. Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Bioldgicas. IV.
Titulo.

CDU: 576.88/.89

Ficha catalografica elaborada por Fabiane Cristielle Miguel Reis - CRB: 6/2680




S
* | T
* Universidade Federal de Minas Gerais PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PARASITOLOGIA

Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Departamento de Parasitologia

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO DE MESTRADO 401/2019/14

% = e - = entrada
Genil Mororo Araujo Camelo Junior %,
As quatorze horas do dia 24 de outubro do ano de 2019, reuniu-se. no Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais, a Comissdo Examinadora
da Dissertacdo, indicada pelo Colegiado do Programa, para julgar, em exame final, o
trabalho final intitulado: “Diferentes fases da infeccdo por Schistosoma mansoni
afetam a susceptibilidade de macréfagos derivados de medula dssea a Leishmania
(Leishmania) amazonensis in vitro” area de concentra¢do: Imunoparasitologia.
Abrindo a sessdo, a Presidente da Comissdo, Dra. Deborah Aparecida Negrio-Corréa,
apos dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do Trabalho Final,
passou a palavra ao (a) candidato (a), para apresenta¢do de seu trabalho. Seguiu-se a
argiiicdo pelos examinadores, com a respectiva defesa do (a) candidato (a). Logo apos, a
Comissdo se reuniu, sem a presencga do (a) candidato (a) e do publico, para julgamento e
expedicdo do resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicagdes:

Prof./Pesq. Instituicio Indicacio
Dra. Deborah Aparecida Negrdao-Corréa UFMG A mnd ©
Dra. Leda Quércia Vieira UFMG (7 q,‘rt cadll
Dr. Ricardo Toshio Fujiwara UFMG Awohr\t
Dra. Maria Norma Melo UFMG Afpnouodo

Expedicio do resultado final.
CONSIDERACOES GERAIS — SOBRE TESE APRESENTADA PELO (A) O (A) CANDIDATO (A):

Exigéncias

Recomendacdes

Sugestdes

Pelas indicag¢des, o (a) candidato(a) foi considerado(a): Ar}\&\j&(d e

O resultado final foi comunicado publicamente ao(a) candldato(a) pelo Presidente da
Comissdo.Nada mais havendo a tratar o Presidente encerrou a reunido e lavrou a presente
ATA, que sera assinada por todos os membros participantes da Comissdo Examinadora.
Belo Horizonte, 24 de outubro de 2019.

Dra. Deborah Aparecida Negrao -Corréa Q%ﬂap

{Orientadora)

Dra. Leda Quércia Vieira Ncm,ummgh (,6\

+

Dr. Ricardo Toshio Fujiwara f /r\‘;f*}[ ]

Dra. Maria Norma Melo L4 Wipni oo h Yoma, o Bto g
(Coorientadora) T A
Este documento ndo tera validade sem a assinatura e carimbo do Coordenador ﬁrf"’:1"”'*1!‘UJ‘D’\--——
Profa. Danislla Castanheira Bartholomeu
Coordenadora do Programa de
Pés-Graduagéo em Parasitologia

SIAPE: 1517341



LABORATORIOS ENVOLVIDOS

Laboratorio de Esquistossomose e Imunohelmintologia — ICB/UFMG

Profa. Dra. Déborah Aparecida Negrao-Corréa

Laboratério de Biologia de Leishmania — ICB/UFMG
Profa. Dra. Maria Normal Melo

APOIO FINANCEIRO

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq)

Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG)
Programa de Pesquisa para o SUS (PPSUS)



Dedico este trabalho aos que resistem



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, gostaria de agradecer a Prof* Déborah Aparecida Negrao-Corréa
por acolher-me em seu laboratorio e oferecer todo o suporte que precisei para colocar minhas
ideias em pratica. A sua orientacdo foi muito valiosa, de verdade, e fez um protozoologista
mirim se encantar pela helmintologia. Da mesma forma, agradeco a Prof* Maria Norma Melo
pela coorientagdo, pois foi gragas a ela que foi possivel trazer um protozodrio para dentro de
um laboratério de imunologia de helmintos. Espelho-me muito em vocés e sonho em um dia
ser um profissional a altura.

Agradecgo ao Programa de Pos-Graduagdo em Parasitologia, nas pessoas da Prof*
Daniella Castanheira Bartholomeu, Sumara Aparecida Guilherme e Sibele Abreu. Igualmente,
agradeco aos demais professores do programa pela contribui¢do de todos na minha formagao
como parasitologista. Foi esse programa que me fez sair da conforto da minha terra para me
aventurar em busca de crescimento profissional e pessoal e me fez crescer tanto desde quando
vim para cd. Agrade¢o também a todos os outros que, de uma forma ou outra, colaboraram
com a realizagdo do meu projeto.

A todos os integrantes do Laboratorio de Esquistossomose e Helmintologia,
inclusive os agragados, eu so tenho a dizer obrigado. Nao vou citar o nome de todo mundo
porque teria que ser um capitulo inteiro, mas saibam que, sem vocés, eu ndo teria conseguido
fazer nada. Vocés sdo bem mais do que colegas de laboratorio para mim. Obrigado por todas
as festinhas e suporte com os experimentos. Escolher esse laboratério para fazer meu
mestrado me fez muito feliz, e vocés sdo responsaveis por isso. Espero ainda tirar muitas
fotos com vocés e o Pellegrino. Sou muito grato também aos meus amigos da turma do
mestrado. Fico feliz por ter conhecido essa gente maravilhosa, com quem dividi uns meses
bem puxados logo depois de me mudar. Independentemente do caminho que tomemos daqui
em diante, eu sei que fiz amigos que vou levar comigo pelo tempo que for, aonde eu for. Seja
nas reunides para revisar antes das provas ou nas dormidas na casa um do outro depois de
festa; nos fins de semana passados no laboratorio de aula pratica ou nas conversas em um bar
com batata frita sabor frango; ouvindo meus dudios tarde da noite por causa de experimento
errado ou desafinando no caraoqué, grande parte das memorias boas que tenho aqui tenho por
causa de vocés. Obrigado a todos vocés por me ensinarem a ter um novo lugar para chamar de
lar.

Nao posso deixar de agradecer a minha familia, meus pais, Nati e Genil, minhas

irmas, Michelle e Karen, e minhas sobrinhas, Paola e Lais. Ficar longe ¢ dificil, mas sempre



sei que posso contar com o suporte de vocés quando precisar. E vocés sabem que podem
contar com o meu do mesmo jeito. Amo muito todos vocés. Espero que eu sempre possa
corresponder as expectativas que vocés tém de mim. Aos meus amigos de Fortaleza e
adjacéncias, assim como os de antes longe que se tornaram vizinhos, obrigado por nos
manterem firmes mesmo com toda a distdncia por esse tempo todo. Sei que os lagos que
construi com vocés ndo se quebram facilmente assim, e fico muito feliz em ver que nos
continuamos com a mesma amizade de sempre toda vez que estou numa casa ou em outra.
Por fim, gostaria de agradecer imensamente ao que sobrou da minha sanidade

mental por ndo ter desistido de mim. Segura firme porque ainda vem o doutorado por ai.



“S6 a ignorancia aceita e a indiferenca tolera o reinado da mediocridade.”

José de Alencar



RESUMO

A esquistossomose € a leishmaniose sdo classificadas como doengas tropicais negligenciadas
e afetam principalmente populacdes de baixa renda em areas tropicais com dificil acesso a
servicos de saude. Além disso, a patologia de ambas as doencas ¢ diretamente ligada a
resposta imune do hospedeiro. Schistosoma mansoni, o agente etiolégico da esquistossomose
no Brasil, induz trés diferentes respostas durante seu ciclo de vida: a fase pré-postural ¢
caracterizada por uma resposta Th-1, enquanto as respostas nas fases aguda e cronica sdo
predominantemente Th-2 e regulatoria, respectivamente. Por sua vez, a leishmaniose
tegumentar americana (LTA) corresponde a um espectro de doengas, indo desde ulceras
localizadas e autolimitadas, até lesdes multiplas e desfigurantes. Uma forte resposta Th-1 ¢é
associada ao controle de Leishmania sp., mas leva a extenso dano tecidual. De outro lado,
respostas Th-2 e regulatorias, ao passo que controlam o dano provocado pela resposta Th-1,
favorecem o crescimento intracelular do parasito. L. (Leishmania) amazonensis ¢ uma das
diversas espécies que causam LTA, e suas regides endémicas se sobrepdem as areas onde ha
transmissdo de S. mansoni. Alguns trabalhos abordaram a coinfec¢do entre S. mansoni e
Leishmania sp., evidenciando aumento na susceptibilidade de células, proeminéncia de
resposta regulatoria e pior resposta ao tratamento. No entanto, nenhum estudo até agora
investigou as consequéncias de cada fase da esquistossomose no parasitismo intracelular de L.
(L.) amazonensis em macréfagos. Camundongos BALB/c ndo infectados e com 3, 8 ou 12
semanas de esquistossomose foram eutanasiados para recuperacdo de células da medula dssea
e cultivo na presenca de meio condicionado de células 1.929 para induzir a diferenciacdo de
macrofagos. Macréfagos derivados da medula 6ssea dos diferentes grupos experimentais
foram plaqueados em placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro e infectados com
promastigotas de fase estaciondria de L. (L.) amazonensis, na propor¢do de 10 promastigotas
por célula. Foram, também, mantidas células ndo infectadas. As laminulas foram fixadas e
coradas com 48 e 72 horas apds infec¢do. Sobrenadante de cultura foram coletados com 24,
48 e 72 horas pos-infeccdo. Mesmo que a porcentagem de macrofagos infectados ndo tenha
diferido entre os grupos, macrofagos recuperados de animais na fase aguda da
esquistossomose tiveram niimero maior de amastigotas intracelulares, acompanhada de menor
producdo de 6xido nitrico por essas células. Nao foram achadas diferengas na atividade de
arginase nem nos niveis de IL-10. Durante a fase pré-postural, o sobrenadante de macréfagos
teve maiores concentracdes de TGF-B e CCLS5, enquanto a infeccdo na fase aguda levou
apenas a um aumento de TGF-B. A infec¢do cronica promoveu aumento de TGF-$ e CXCL2,
mas niveis menores de CCL5 que no grupo controle. Esses resultados claramente mostram
que todas as fases da infeccdo de S. mansoni sdo capazes de influenciar a maturacao de
macrofagos e como essas células respondem a infec¢do in vitro por L. (L.) amazonensis.
Efeitos a longo prazo na LTA também podem acontecer devido a recrutamento e ativagao
divergentes de células por macrofagos infectados. Juntos, esses resultados mostram a
importancia de estudos sobre a coinfec¢do por S. mansoni e L. (L.) amazonensis, ja que 0s
mecanismos envolvidos nesse processo ainda tém de ser mais bem explorados.

Palavras-chave: esquistossomose, leishmaniose, coinfec¢ao, resposta imune



ABSTRACT

Schistosomiasis and leishmaniasis are classified as neglected tropical diseases and affect
mostly tropical, low-income populations that lack access to proper health care. As a further
matter, both diseases have their pathogenesis directly linked to the host’s immune response.
Schistosoma mansoni, the etiologic agent of schistosomiasis in Brazil, elicits three different
immune response types during its life cycle: the pre-postural phase is characterized by a Th-1
immune response, while acute and chronic phases are predominantly marked by a Th-2 and a
regulatory response, respectively. On its turn, American tegumentary leishmaniasis (ATL)
corresponds to a spectrum of diseases, ranging from localized, self-healing ulcers to multiple,
disfiguring lesions. A strong Th-1 response is associated with Leishmania sp. control, but
leads to extensive tissue damage. Au contraire, Th-2 and regulatory responses, while limiting
Th-1-driven damage, favour the parasite’s intracellular growth. L. (Leishmania) amazonensis
is one of several Leishmania species that cause ATL, and its endemic regions overlap with S.
mansoni transmission areas. Some works have addressed S. mansoni and Leishmania sp.
coinfection and have shown enhanced cell susceptibility, preeminence of a regulatory immune
response and worse response to treatment. However, no study up until now has investigated
the consequences of each phase of schistosomiasis in the intracellular parasitism of L. (L.)
amazonensis in macrophages. BALB/c mice uninfected or after 3, 8 and 12 weeks of S.
mansoni infection were euthanized in order to recover bone marrow cells, which were
cultured in the presence of L929 conditioned medium to induce macrophage differentiation.
Macrophages were then plated on round coverslips in 24-well plates and infected with L. (L.)
amazonensis stationary phase promastigotes, 10 promastigotes per cell. Replicas from each
experimental group were kept uninfected. Coverslips were fixed and stained at 48 and 72
hours post-infection. Culture supernatants were collected with 24, 48 and 72 hours post-
infection. Although the percentage of infected macrophages showed no difference between
groups, macrophages recovered form animals with acute schistosomiasis had an increased
number of intracellular amastigotes, accompanied by lower nitric oxide production. No
differences were found in arginase activity and IL-10 levels. During pre-postural infection,
macrophages showed higher concentrations of TGF-f3 and CCLS5 in culture supernatant, while
acute infection lead only to higher TGF-f levels. Chronic infection had increased TGF-§ and
CXCL2 concentrations, while its CCLS5 levels were lower than the control group. These
results clearly show that all S. mansoni infection phases differently influence macrophage
maturation and how these cells respond to L. (L.) amazonensis infection in vitro. Long-term
effects on ATL may also happen due to divergent cell recruitment and activation by infected
macrophages. Together, these results further show the importance of studies revolving around
S. mansoni and L. (L.) amazonensis coinfection, for the mechanisms involved in this process
are yet to be better understood.

Keywords: schistosomiasis, leishmaniasis, coinfection, immune response
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1 INTRODUCAO

Entre as enfermidades classificadas como doencas tropicais negligenciadas, se
encontram a esquistossomose € a leishmaniose tegumentar americana, as quais ainda causam
grande morbidade no Brasil (WHO, 2015; MARTINS-MELO et al., 2018). No Pais, o agente
etioldgico da esquistossomose ¢ o trematddeo Schistosoma mansoni, enquanto a leishmaniose
tegumentar americana (LTA) ¢ causada por diversas espécies do género Leishmania,
incluindo L. (Leishmania) amazonensis (WEERAKOON et al., 2015; SCORZA et al., 2017).

Durante seu ciclo de vida, S. mansoni possui trés fases distintas em seu
hospedeiro vertebrado, caracterizadas por diferentes perfis de resposta imune (DUNNE &
COOKE, 2005). Durante a fase pré-postural, até as quatro primeiras semanas de infecg¢do,
antigenos das fases imaturas do helminto promovem uma resposta predominantemente Th-1
(MENSON & WILSON, 1989; REYNOLDS & HARN, 1992; EL RIDI et al., 2010). A partir
do inicio da oviposi¢do, antigenos dos ovos acarretam mudanca para um perfil de resposta Th-
2, com pico entre a oitava ¢ a nona semana de infeccdo (OKANO et al., 1999a; EVERTS et
al., 2009). Paralelamente, também se estabelece uma resposta regulatoria, majoritaria a partir
da décima primeira semana, responsavel por modular as respostas Th-1 e Th-2, levando a uma
patologia mais branda na fase cronica da infec¢gdo (HOFFMANN et al., 2000; HESSE et al.,
2004; TAYLOR et al., 20006).

Por sua vez, Leishmania sp. sdo parasitos intracelulares de células do sistema
fagocitico mononuclear, principalmente macréfagos, e sua sobrevivéncia estd intimamente
relacionada ao perfil de ativacao dessas células (LAWYER et al., 1990; SCOTT & NOVALIS,
2016; ROMANO et al., 2017). A resposta imune do hospedeiro ¢ critica para a determinagao
da forma clinica da leishmaniose tegumentar, pois, a0 mesmo tempo que respostas pro-
inflamatorias controlam o crescimento do parasito, causam danos teciduais; por outro lado,
respostas anti-inflamatorias e regulatérias, que modulam o dano tecidual, sdo favoraveis ao
crescimento intracelular de Leishmania sp. (FARIA et al., 2005; INIESTA et al., 2002;
FARIA et al., 2009; BOAVENTURA et al., 2010) A incapacidade de montar uma resposta
celular efetiva estd associada a uma forma grave de LTA, a leishmaniose difusa,
principalmente causada por L. (L.) amazonensis (BARRAL et al., 1991; BOMFIM et al.,
1996; CAMPANELLI et al., 2010).

Devido a cronicidade da infec¢do e sua capacidade de induzir diferentes perfis de
resposta imune, ja foi mostrado que S. mansoni é capaz de afetar a evolugdo de doengas

inflamatorias cronicas, como esclerose multipla, diabetes e alergias, além de outras
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parasitoses, como malaria (COOKE et al., 1999; LA FLAMME et al., 2003; SOKHNA et al.,
2004; RESENDE et al., 2019). No entanto, mesmo que existam registros de populagdes
coinfectadas por S. mansoni e espécies dermotropicas de Leishmania sp. (O’NEAL et al.,
2007; NEWLOVE et al., 2011; AZEREDO-COUTINHO et al., 2016; MIRANDA, 2018), as
consequéncias e os mecanismos envolvidos nessa coinfec¢do ainda sdo relativamente pouco
conhecidos.

Os poucos estudos realizados em populagdes humanas sugerem que a coinfeccao
Schistosoma/Leishmania causa piora na resposta terapéutica a LTA (O’NEAL et al., 2007;
AZEREDO-COUTINHO et al., 2016). Além disso, experimentos in vitro com cé¢lulas
mononucleares de sangue periférico de individuos coinfectados indicam a ativagdo de
resposta com perfil regulatorio frente a estimulagdo com antigenos de Leishmania sp. ou
infeccdo de L. (Viannia) braziliensis (BAFICA et al., 2011; BAFICA et al., 2012; LOPES et
al., 2014; LOPES et al., 2018; LOPES et al., 2019). Os dados obtidos em coinfec¢des entre S.
mansoni € L. (L.) major ou L. (L.) mexicana realizadas em modelos experimentais murinos
confirmam a diminui¢do da eficiéncia do tratamento para LTA, além da ocorréncia de lesdes
maiores e diminui¢do na capacidade de macrofagos em controlar a infeccdo in vitro
(COELHO et al., 1980; LA FLAMME et al.,, 2002; YOLE et al.,, 2007, KHAYEKA-
WANDABWA ct al., 2013).

No entanto, essas alteragdes aparentam ser dependentes da fase da infecgdo por S.
mansoni, do fundo genético do modelo experimental, carga parasitdria e da espécie de
Leishmania em estudo, gerando trabalhos que mostram auséncia de variacdo na patologia por
esse parasito (YOSHIDA et al., 1999; KHAYEKA-WANDABWA et al., 2013). Desta forma,
o presente trabalho utilizou macréfagos diferenciados de medula dssea de camundongos
BALB/c em diferentes fases da infeccdo por S. mansoni para avaliar sua influéncia na

resposta a L. amazonensis.



16

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A esquistossomose e as leishmanioses se enquadram entre um grupo de doencas
determinadas como doengas tropicais negligenciadas (WHO, 2015). Essas enfermidades
afetam, majoritariamente, pessoas de baixa renda, com dificuldade de acesso a servigos de
saude, em regides de pouco saneamento, com mas condi¢cdes de moradia e ocorréncia de

vetores.

2.1 Esquistossomose

A esquistossomose ¢ responsavel por mais de 2,5 milhdes de anos de vida
ajustados por incapacidade (DALY) mundialmente, causando mais de 24000 mortes em 2016
(WHO, 2016a; WHO, 2018a). Essa doenga ¢ causada varias espécies de parasitos do género
Schistosoma (figura 1), que inclui as espécies S. hematobium, S. japonicum e S. mansoni,
somente esta Ultima ocorrendo no Brasil (GRYSEELS, 2012; COLLEY et al., 2014;
WEERAKOON et al., 2015).

-

¥
ﬁp‘

“" 8. mansoni

m S. haematobium

m S. japonicum

m Both S. mansoni and
S. haematobium
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w S. mekongi

Figura 1: Distribuicdo global das espécies causadores de esquistossomose. Fonte:

WEERAKOON et al., 2015.

O programa de controle da esquistossomose, adotado em d4reas endémicas
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brasileiras, ¢ baseado principalmente no diagndstico e tratamento com Praziquantel e tem sido
responsavel por reducdo da prevaléncia da infec¢do em cerca de 50% e de 46% da morbidade,
avaliada por DALYs, entre o periodo de 1990 e 2016 (CASAVECHIA et al., 2018;
MARTINS-MELO et al., 2018). Apesar disto, a esquistossomose ¢ responsavel por 21,5% de
DALY ocasionados por doengas tropicais negligenciadas no pais, sendo a principal causa de
morbidade no Estado de Minas Gerais dentre esse grupo de patologias (MARTINS-MELO et
al., 2018).

Inquérito recente estima que a prevaléncia da esquistossomose no Brasil ¢ em
torno de 0,99% (KATZ, 2018). No entanto, ¢ bastante provavel que esse nimero esteja
subestimado por falta de sensibilidade dos testes diagnosticos utilizados, principalmente em
populacdes com baixa carga parasitaria (COLLEY ef al. 2017; CASAVECHIA et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2018; MARTINS-MELO et al., 2018). Fatores como migragdo interna,
falta de saneamento e distribui¢do dos hospedeiros intermedidrios sdo responsaveis pela

manutengdo e expansdo de focos de transmissdo (MARTINS-MELO et al., 2018).

2.1.1 Ciclo de vida de S. mansoni

O parasito S. mansoni apresenta ciclo do tipo heteroxénico, com a participagdo de
hospedeiros vertebrados e invertebrados (figura 2). Quando ovos sdo eliminados nas fezes dos
hospedeiros vertebrados e atingem corpos hidricos, ocorre a eclosdo de miracidios. Estes
penetram em caramujos susceptiveis, algumas espécies do género Biomphalaria, e tornam-se
esporocistos, que maturam e, a partir de multiplicagdo assexuada, liberam cercérias, processo
dependente de condigdes como temperatura e luminosidade (WOLMARANS et al., 2002;
GRYSEELS, 2012; COLLEY et al, 2014).

A infeccdo dos hospedeiros vertebrados, mamiferos, ocorre pela penetragdo de
cercarias na pele (GRYSEELS, 2012; COLLEY et al., 2014). Durante a penetracdo, as
cercarias perdem sua cauda bifurcada e tornam-se esquistossomulos, passando por mudancas
bioquimicas e morfologicas (HOCKLEY & MCLAREN, 1973; GOBERT et al., 2010). A
migrac¢do dos esquistossdomulos pela pele ¢ facilitada pela secre¢do de enzimas proteoliticas
(HE et al., 2005) e ocorre de forma direcionada a vasos sanguineos, em resposta a gradiente
de concentragdo de componentes como p-glicose e L-arginina (HAAS et al., 2002).

Uma vez atingindo a circulagdo, ocorre a passagem dos esquistossomulos pelos
pulmdes e coracdo até as veias do sistema porta hepatico, onde estes passam por mais

mudancgas durante a maturagdo dos vermes adultos (BARBOSA et al., 1978; WILSON et al.,
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1978; WILSON, 2009; GOBERT et al, 2010; JEREMIAS et al., 2017). No periodo de
migracdo dos esquistossdmulos, ocorrem algumas manifestagdes clinicas, como dermatite,
febre, fadiga, mialgia, dores de cabeca e tosse ndo produtiva (ROSS et al., 2007; GRYSEELS,
2012).

| Adult worms Larvae migrate to the left
pair off heart and into circulation

. 3 Larvae migrate to the lungs

. through venous circulation

\,__ ( Cercariae become schistosomula )

"“».4(Cercariae penetrate skin)

Miracidia develop
into sporocytes, which
produce cercariae

Worms migrate to
mesenteric vessels of bowel
where females lay eggs

|

( Eggs are excreted in faeces

Fresh water

intermediate host

Egg
o) S

Figura 2: Ciclo de vida de Schistosoma sp. Fonte: MCMANUS et al., 2018.

Miracidia hatch and
penetrate the snail

Miracidium

Snail
R , [Cercanae are released ] ____________

into the water

Entre o sétimo e o décimo primeiro dia apés a infeccdo, os esquistossomulos
chegam ao figado e, tornando-se adultos, acasalam-se nas veias do sistema porta hepatico ao
27° dia (ARMSTRONG, 1965; BARBOSA et al., 1978; WILSON et al., 1978; WILSON,
2009). As fémeas fecundadas realizam a oviposic¢ao principalmente no ramo inferior das veias
mesentéricas, e parte dos ovos aderem ao endotélio, atravessam a parede intestinal e sdo
eliminados nas fezes do hospedeiro (BRENER, 1956; GRYSEELS, 2012).

O processo de elimina¢do leva aproximadamente sete dias, dando tempo ao
amadurecimento dos miracidios (GRYSEELS, 2012; TURNER et al., 2012; HAMS et al.,
2013; COLLEY et al., 2014). Fatores associados a resposta imune do hospedeiro sdo de
grande importancia para a eliminacdo dos ovos, sendo realizada, preferencialmente, em
regides de placas de Peyer (TURNER et al., 2012; HAMS et al., 2013; SCHWARTS &
FALLON, 2018). Com o comprometimento da resposta imune, ocorre menor eliminagao de
ovos nas fezes (TURNER et al., 2012; HAMS et al., 2013; TURNER et al., 2012; HAMS et
al.,2013; SCHWARTS & FALLON, 2018).
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No entanto, nem todos 0s ovos conseguem atravessar a parede intestinal ou sequer
aderir as veias mesentéricas, sendo levados pela circulagdo venosa, atingindo outros 6rgaos do
corpo (GRYSEELS, 2012; TURNER et al., 2012; HAMS et al., 2013). A retengdo de ovos no
hospedeiro vertebrado ¢ a causa de maior parte da patologia da esquistossomose, de natureza

imune, que serd abordada em mais detalhes a seguir (GRYSEELS, 2012; HAMS et al., 2013).
2.1.2 Imunopatologia da esquistossomose
Durante o curso da infeccdo por S. mansoni, € possivel identificar trés fases

distintas da doenca, a fase pré-postural, a fase aguda pos-postural e a fase cronica. Essas trés

etapas tém sido associadas a perfis de resposta imune diferenciados (figura 3).
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Figura 3: Diferentes perfis de resposta imune no decorrer da infec¢do por S. mansoni.
Fonte: DUNNE & COOKE, 2005.

A fase pré-postural ocorre durante as quatro ou cinco primeiras semanas da
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infeccdo, que inclui a penetracdo do parasito através da pele, migracao pelo pulmio e
estabelecimento de adultos no sistema porta (DEAN & MANGOLD, 1992; DUNNE &
COOKE, 2005). A migracdo e maturagdo do trematddeo no hospedeiro promove uma
resposta predominantemente Th-1, com pico por volta da terceira semana pos-infeccao
(MENSON & WILSON, 1989; DUNNE & COOKE, 2005).

Alguns estudos ja evidenciaram que IFN-y (JAMES et al., 1990), uma citocina
pro-inflamatéria, e antigenos excretados e secretados de esquistossomulos (JAMES et al.,
1990; EL RIDI et al., 2010) foram capazes de ativar classicamente macréfagos a matarem
esquistossomulos in vitro, aumentando expressao de TNF-a e espécies reativas de oxigénio
por essas células. In vivo, estimulagdo com antigenos de esquistossomulos também
aumentou a producdo de IFN-y, IL-17 e espécies reativas de oxigénio em cultura de células
de baco (MENSON & WILSON, 1989; REYNOLDS & HARN, 1992; EL RIDI et al,
2010). Ao mesmo passo, a vacinagdo com cercdrias irradiadas foi capaz de promover uma
resposta Th-1, além de diminuir o nimero de vermes adultos, ovos retidos e tamanho do
figado de animais infectados (REYNOLDS & HARN, 1992). Esses dados sugerem que a
resposta pro-inflamatoria, predominantemente Th-1, estd envolvida na resisténcia e controle
nos periodos iniciais da infec¢do por S. mansoni.

Para prevenir morte mediada pela resposta Th-1, um dos mecanismos de evasdo
do parasito envolve a secre¢do de molécula homologa a prostaglandina D», a qual funciona
como indutora de uma resposta Th-2 (MATSUOKA et al., 2000). Camundongos deficientes
no receptor para essa molécula apresentam menor carga parasitaria e nimero de ovos retidos
(ANGELI et al., 2001; HERVE et al., 2003).

Com o inicio da oviposi¢do, por volta da sexta semana pos-infec¢do, tem inicio a
fase aguda pos-postural. Ela ¢ caracterizada pela modificagdo para uma resposta de perfil
Th-2, atingindo seu pico de intensidade por volta da oitava e nona semana de infeccao
(DUNNE & COOKE, 2005; HAMS et al, 2013). O reconhecimento de antigenos
excretados e secretados dos ovos se d4, em parte, por TLR2 e TLR4 (MUKHERIJEE et al.,
2016; MOTRAN et al., 2018). Apesar dessas vias serem associadas a respostas de perfil Th-
1, foi mostrado que ocorre supressdo da produgdo de IL-12 em células dendriticas pela
fosforilagdo de ERK (AGRAWAL et al,, 2003; THOMAS et al., 2003). Outros antigenos,
como o-1 e LNFPIII, principalmente pela sua por¢do de carboidratos, sinalizam via
receptores de manose e lectinas e induzem polarizagdo para uma resposta Th-2 (OKANO et
al., 1999a; EVERTS et al., 2009, WHITE & ARTAVANIS-TSAKONAS, 2012; HAMS et

al., 2013). A indugdo da resposta do Th-2 ¢ essencial para que ocorra uma resposta
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inflamatoria granulomatosa ao redor dos ovos do parasito que ficam retidos nos tecidos do
hospedeiro (HAMS et al., 2013).

Como caracteristicas de uma resposta de perfil Th-2, na fase aguda da
esquistossomose ha aumento de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, além de ocorrer
eosinofilia e producdo de IgE (OKANO et al., 1999b; OKANO et al., 2001; PEARCE &
MACDONALD, 2002; PEARCE et al., 2004; DUNNE & COOKE, 2005; EVERTS et al.,
2009). Esse ambiente favorece a ativagao alternativa de macrofagos, os quais participam na
deposicao de coldgeno ao redor dos granulomas, além de recrutar e ativar fibroblastos
(HERBERT et al., 2001; HESSE et al., 2001; PEARCE & MACDONALD, 2002; WYNN
& BARRON, 2010; HAMS et al., 2013; SCHWARTS & FALLON, 2018). Esse tipo de
resposta ¢ de importancia para que os ovos cheguem ao limen intestinal e alcancem o
exterior, mas ¢ a principal causa da patologia da esquistossomose nessa fase por conta de
ovos retidos em tecidos (GRYSEELS 2012; HAMS et al., 2013; COLLEY et al., 2014;
SCHWARTS & FALLON, 2018).

As caracteristicas dos granulomas variam de acordo com o 6rgdo em que se
localizam (WEINSTOCK & BOROS, 1983; HAMS et al., 2013; MAYER et al., 2017;
SCHWARTS & FALLON, 2018). Os granulomas de fase aguda no figado sdo
caracterizados por serem mais celulares, com um infiltrado de neutréfilos, eosindfilos,
linfocitos e macrofagos, enquanto os intestinais apresentam mais macroéfagos, mas menos
eosinofilos e linfocitos (HAMS et al., 2013; AMARAL et al.,, 2017, SCHWARTS &
FALLON, 2018).

O dano a parede do intestino, causado pela passagem dos ovos, pode causar
diarreia, pseudopolipose, microulceracdes, sangramento e fibrose (TURNER et al., 2011).
Por causa de compressdo de vasos pelos granulomas, na esquistossomose hepatointestinal,
ocorre hipertensdo portal pré-sinusoidal (GRYSEELS 2012; HAMS et al., 2013; COLLEY
et al., 2014). A hipertensdo intra-hepatica por fibrose ¢ de carater irreversivel, levando a
hepatoesplenomegalia, além de angiogénese (MARTINELLI, 2004; ANDRADE &
SANTANA, 2010). Circulagdo colateral e varizes esofagianas sdo propensas a rompimento,
podendo causar hemorragias (MARTINELLI, 2004; GRYSEELS 2012; COLLEY et al.,
2014). Por essas vias, ovos também podem chegar a outros Orgdos e causar
comprometimento destes, como quadros pulmonares (SCHWARTZ, 2002; GRYSEELS,
2012;; COLLEY et al., 2014).

Quadros clinicos envolvendo o sistema nervoso central, agrupados como

neuroesquistossomose, também se apresentam como uma complica¢do da esquistossomose
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(FERRARI, 2004; ROSS et al., 2012). Essa forma ¢ independente de carga parasitdria e fase
da infeccdo, e a presenga de ovos no sistema nervoso central esta associada a migragdo
erratica de adultos e oviposicdo in situ, ou embolia de ovos pelo plexo de Batson
(FERRARI, 2004). Seus sintomas s3o varidveis, dependendo da regido afetada, e incluem
dor de cabeca, convulsdo, hemiparesia, nistagmo, distirbios de fala e ataxia (FERRARI,
2004; CAROD-ARTAL, 2008; ROSS et al., 2012).

Apesar de suas consequéncias para a patologia da esquistossomose, a reagdo
granulomatosa ao redor dos ovos apresenta papel protetor (HAMS et al., 2013). A resposta
imune de perfil Th-2, de ponto de vista evolutivo, €, primariamente, uma reacdo a danos
teciduais (ALLEN & WYNN, 2011). Algumas glicoproteinas com atividade enzimatica
excretadas e secretas pelo ovo, como ®-1, possuem efeitos hepatotoxicos, e o granuloma
participa na conten¢do desses componentes, prevenindo dano hepatico (DUNNE et al.,
1991; HAMS et al., 2013). Em camundongos deficientes de IL-4, IL-13 e IL-4Ra, incapazes
de promover esse tipo de resposta, ocorrem extensas lesdes hemorragicas intestinais,
promovendo caquexia, seguida de morte dos animais por hepatotoxicidade aguda,
consequéncia do aumento de TNF-qa, I[FN-y, 6xido nitrico, e formacdo de granulomas ndo
fibroticos (BRUNET et al., 1997, HOFFMANN et al., 2000; HERBERT et al., 2004;
HAMS et al., 2013; SCHWARTS et al., 2014).

Por fim, a partir da 11%/12* semana, os granulomas periovulares sdo modulados
devido ao aumento da resposta imune reguladora, caracterizando a fase cronica da
esquistossomose (DUNNE & COOKE, 2005; TURNER et al., 2011; HAMS et al., 2013;
COLLEY et al., 2014). Durante essa fase, ocorre o predominio de citocinas como IL-10 e
TGF-B (HESSE et al., 2004; DUNNE & COOKE, 2005; TAYLOR et al., 2006; ZACCONE
et al.,2009; TURNER et al., 2011).

Quando ndo controladas, as resposta Th-1 e Th-2, iniciadas durantes as duas
primeiras fases da infec¢do, sdo a principal causa da patologia provocada por S. mansoni,
podendo levar a morte (HOFFMANN et al., 2000; HESSE et al., 2004). O excesso de
polarizagdo Th-1 leva a formagdo de granulomas ndo fibroticos e hepatotoxicidade
exacerbada, enquanto a falta do controle de Th-2 acarreta fibrose exacerbada, alta
celularidade em granulomas e uma doenga de cardter emaciante na fase crdnica
(HOFFMANN et al., 2000; HESSE et al., 2004). O controle dessas respostas ¢ mediado por
IL-10, tanto de fonte de células da imunidade inata quanto adaptativa, apresentando um
papel imprescindivel no controle da morbidade da esquistossomose durante a fase cronica

(HOFFMANN et al., 2000; HESSE et al., 2004; TAYLOR et al., 2006).
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A resposta regulatdria se desenvolve em paralelo as respostas de perfil Th-1 e Th-
2 na esquistossomose (TURNER et al., 2011). Da mesma forma que ha participagdo de
células Treg naturais, a apresentacdo antigenos do ovo por células dendriticas induz a
expressio de Foxp3™ em células T num processo dependente de TGF-B, além de
diferenciagdo de células B regulatorias, ambas produtoras de IL-10 (TAYLOR et al., 2006;
LAYLAND et al., 2007; ZACCONE et al., 2009; HAEBERLEIN et al., 2017). Com a
cronificacdo da infecgdo, células Treg passam por expansdo e se acumulam tanto em
linfonodos quanto nos proprios granulomas em formagao, levando a diminuigdo do seu
tamanho ¢ menor celularidade (TURNET et al., 2011; HAMS et al., 2013; SCHWARTS &
FALLON, 2018). Esse perfil de resposta, que perdura pelo resto da infec¢do, além de ser
responsavel pela evolugdo menos grave da esquistossomose, pode afetar outros processos
inflamatorios e infecciosos, inclusive a infec¢do por Leishmania sp. (HOFFMANN et al.,

2000; HESSE et al., 2004; TAYLOR et al., 2006).

2.2 Leishmaniose tegumentar americana

As leishmanioses humanas s3o causadas por mais de 20 espécies de protozodrios
do género Leishmania, os quais podem afetar desde tegumento até oOrgdos internos
(MARZOCHI & MARZOCHI, 1994; PEARSON & SOUSA, 1996; REITHINGER et al.,
2007; CONCEICAO-SILVA & ALVES, 2014). Varias espécies do género Leishmania,
pertencentes tanto ao subgénero Leishmania quanto ao subgénero Viannia, sdo agentes
etiologicos da leishmaniose tegumentar americana, destacando-se as espécies L. amazonensis
e L. (V) braziliensis, que apresentam maior relevancia epidemioldgica no Brasil
(REITHINGER et al., 2007; OLIVEIRA & BRODSKYN, 2012; BRASIL, 2017; SCORZA et
al., 2017).

Segundo o mais recente relatério da Organizacdo Mundial da Saude sobre
leishmanioses (WHO, 2018b), a doenca se encontra amplamente distribuida no mundo (figura
4), sendo endémica em cinco continentes, afetando paises subdesenvolvidos, em
desenvolvimento e desenvolvidos. Estima-se que, mundialmente, ocorram entre 0,7 e 1,2
milhdes de novos casos de leishmaniose tegumentar por ano (ALVAR et al., 2012; PIGOTT
et al., 2014). Os casos registrados nas Américas correspondem a 24% do total, sendo que mais
da metade destes ocorrem somente no Brasil, Coldémbia e Peru. No Brasil, foram reportados
12690 novos casos de leishmaniose tegumentar no ano de 2016, sendo ele um dos seis paises

no mundo a relatar incidéncia maior do que 10000 para leishmaniose tegumentar nesse ano, e



24

estima-se que 70% de sua populacdo esteja em risco de ser infectada (WHO, 2016b; WHO,
2018Db).

Number of new CL cases repdrtéd -
Nombre de nouveaux cas de LC notifiés

:I Data not available — Données non disponibles

|:| 0 CL endemicity status -
Endémicité de la LC
|:| 1-99 :] Endemic — Endémie
- 100-999 E]High burden - Forte charge de morbidité
- 1000-4999 - No autochthonous cases reported — Pas de cas autochtones notifiés
- >5000 Y Previously reported cases — Cas préalablement notifiés i —

Figura 4: Distribuicdo de casos de leishmaniose tegumentar em 2016. O Brasil ¢ um dos

unicos paises com mais de 5000 casos reportados de leishmaniose tegumentar (M). Fonte:

WHO, 2018b.

O controle e manejo das leishmanioses sdo baseados, principalmente, em
quimioterapia (PONTE-SUCRE et al., 2017). O sucesso da terapia anti-leishmania também
depende de varios fatores,c como o estado imune do hospedeiro, o farmaco (preparagdo e
administracdo) e a susceptibilidade da cepa do parasito (SUNDAR & CHAKRAVARTY,
2015). No entanto, os fAirmacos utilizados, como antimoniais pentavalentes e anfotericina B,
sdo toxicos e exigem longos periodos de tratamento, havendo selegdo de cepas resistentes
devido a desisténcia e consequente falha de esquemas terapéuticos (CROFT et al., 2006;
GARCIIA-HERNANDEZ et al., 2012; PONTE-SUCRE et al., 2017). Alguns casos de falha
terapéutica também tém sido relacionados a ocorréncia de coinfec¢des helminticas (O’NEAL

etal.,2007).
2.2.1 Ciclo de vida de Leishmania sp.

Os parasitos do género Leishmania apresentam um ciclo heteroxénico (figura 5),
infectando hospedeiros vertebrados e invertebrados. Apesar de alguns pontos serem bem
estabelecidos, alguns outros t€ém sido modificados conforme a biologia do parasito ¢ estudada

mais a fundo.
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Figura 5: Ciclo de Leishmania sp. Fonte: SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002. )

Flebotomineos dos géneros Phlebotomus, no Velho Mundo, e Lutzomyia, no
Novo Mundo, sdo vetores permissivos ao crescimento de parasitos desse género (revisado em
MAROLI et al., 2013). Potencialmente, na Oceania, membros da familia Ceratopogonidae
também podem servir de vetores para Leishmania sp. (SEBLOVA et al., 2015). A infec¢ao
dos vetores ocorre a partir da ingestdo de formas amastigotas presentes dentro de células do
sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado (LAWYER et al., 1990; BATES,
2007).

Uma vez no intestino dos flebotomineos, as amastigotas se tornam formas
promastigotas prociclicas, que secretam de quitinases e escapam da matriz peritrofica,
aderindo ao epitélio indestinal, diferenciando-se em formas replicativas morfologicamente
distintas (ROGERS et al., 2008; ROGERS, 2012; BATES, 2018; SERAFIM et al., 2018). A
partir dai, algumas formas migram para a por¢do anterior do intestino, em dire¢cdo a valvula
estomodeal, onde sdo geradas as formas infectantes para mamiferos, as promastigotas
metaciclicas (ROGERS, 2012; BATES 2018; SERAFIM et al., 2018). Estudos recentes
mostram que o processo de metaciclogénese, antes tido como final, j4 que promastigotas
metaciclicas ndo se multiplicam, pode ser revertido. Serafim et al. (2018) demonstraram que o

repasto sanguineo pode amplificar a infec¢do no vetor, aumentando o niimero de formas
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replicativas retroleptomonadas, as quais dardo origem a mais promastigotas metaciclicas.

Durante o repasto sanguineo por uma fémea infectada, formas do parasito,
incluindo promastigotas metaciclicas, estagio infectante, sdo regurgitadas na derme do
hospedeiro vertebrado (BATES et al., 2007, ROGERS, 2012; SERAFIM et al., 2018). No
local da infecgdo, as promastigotas comecam a interagir e infectar células do hospedeiro. As
diferentes espécies de Leishmania sdo, na fase cronica da infec¢™do, parasitos de células do
sistema fagocitico mononuclear, como macréfagos, monoécitos e células dendriticas (SIBLEY,
2011; FEUO et al., 2016; ROMANO et al., 2017). No entanto, outras células participam
diretamente interag¢do parasito-hospedeiro.

Para L. major, foi mostrado que as primeiras células a chegarem no local de
infeccdo, os neutrédfilos, servem de hospedeiras temporarias para promastigotas (VAN
ZANDBERGEN et al., 2004; PETERS et al., 2008; RITTER et al., 2009). Essa espécie ¢
capaz de manter os neutréfilos vidveis até a chegada de células do sistema fagocitico
mononuclear (VAN ZANDBERGEN et al., 2004; PETERS et al., 2008). Ao entrarem em
apoptose, os neutrdfilos infectados servem de entrada silenciosa, cunhada de cavalo-de-Troia,
de L. major em células hospedeiras propriamente ditas, infectando, preferencialmente,
monocitos inflamatorios (VAN ZANDBERGEN et al, 2004, PETERS et al, 2008;
ROMANO et al., 2017).

O que foi mostrado para L. major, no entanto, ndo € necessariamente verdade para
outras espécies de Leishmania. Neutrofilos apresentam efeito protetivo na infec¢do por L.
amazonensis, cujas promastigotas sio mortas por essas células (GUIMARAES-COSTA et al.,
2009; CARLSEN et al., 2013; SOUSA et al., 2014). J& promastigotas de L. braziliensis nao
sdo capazes de manter neutrofilos viaveis até a infiltracdo de macréfagos e acabam morrendo
no interior de neutréfilos (FALCAO et al., 2014). Isso evidencia um outro papel desse tipo
celular na infec¢@o por essas espécies. Além disso, L. amazonensis se mostra capaz de infectar
fibroblastos por mecanismos independentes de fagocitose (DEDET et al., 1983;
CAVALCANTE-COSTA et al., 2019), indicando que possa existir mais de um possivel
cavalo-de-Troia entre espécies de Leishmania. Essas diferengas s reforgcam a dificuldade de
extrapolar resultados obtidos utilizando uma espécie de Leishmania para outras.

Romano et al. (2017) mostraram que, uma vez dentro de neutrofilos, L. major,
majoritariamente, infecta células do sistema fagocitico mononuclear recém infiltradas, e nao
macrofagos residentes. Na interagdo direta entre promastigotas e macréfagos, o
reconhecimento do parasito ocorre por CD11b, TLR2 e TLR4, favorecendo a fagocitose e

ativacdo dessas células (DE VEER et al., 2003; KROPF et al., 2004; GUERRA et al., 2010;
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FARIA et al., 2012). O envolvimento de outros TLR, como 3 e 5, ainda permanecem nao
muito bem estudados (GHOSH & STUMHOFER, 2013; GURUNG & KANNEGANTI,
2015; MUKHERIJEE et al., 2016).

Mesmo que a forma de entrada mais importante de Leishmania em células do
sistema fagocitico mononuclear seja a fagocitose, o parasito também apresenta um papel ativo
para que isso aconteca. Movimentagcdo e polarizagdo das promastigotas metaciclicas sao
essenciais para o processo de infec¢do em macrofagos, assim como estimulacdo do
recrutamento de lisossomos da célula hospedeira para sintese do vacuolo parasitéforo, onde se
diferenciam em amastigotas (FORESTIER et al.,, 2011). Uma vez dentro de sua célula
hospedeira, o sucesso do parasitismo ¢ profundamente dependente do estado de ativagdo desta
(INIESTA et al., 2002; SIBLEY, 2011; LIU & UZONNA, 2012; FEIJO et al., 2016).

A amplificacdo da infec¢do no hospedeiro vertebrado, especialmente in vivo,
ainda ndo ¢ completamente clara. Observacdes in vitro apontam para a liberacdo de
amastigotas por mecanismos exociticos da célula hospedeira, e ndo por simples rompimento
dessas células (SCHAIBLE et al., 1999; RITTIG & BOGDAN, 2000). Uma vez parasitando
com sucesso a pele do hospedeiro, as amastigotas podem infectar um novo vetor durante o
repasto sanguineo (LAWYER et al., 1990; BATES, 2007; BATES 2018; SERAFIM et al.,
2018).

2.2.2 Formas clinicas da leishmaniose tegumentar americana

As apresentacdes clinicas da LTA sdo determinadas, entre outros fatores, por um
balango entre as respostas pro-inflamatoria e anti-inflamatdrias do hospedeiro (OLIVEIRA &
BRODSKYN, 2012; SCOTT & NOVAIS, 2016; SCORZA et al., 2017). Populacdes humanas
sdo naturalmente heterogéneas quanto a resposta a antigenos de Leishmania sp., o que pode
levar um individuo a ser mais ou menos propenso a certa manifestacao clinica (POMPEU et
al., 2001; CASTELLUCCI et al., 2006; LEOPOLDO et al., 2006; CASTELLUCCI et al.,
2010; CASTELLUCCI et al., 2011; CASTELLUCKCI et al., 2012; CARNEIRO et al., 2016).
Além de infecgdes subclinicas, suas formas variam desde leishmaniose cutanea localizada, até
formas mais graves, com comprometimento de mucosas e formas anérgicas (MARZOCHI &
MARZOCHI, 1994; SCOTT & NOVAIS, 2016; SCORZA et al., 2017).

A forma clinica mais prevalente da LTA ¢ a leishmaniose cutidnea localizada
(LCL), que pode ser causada por L. braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. mexicana, L.

amazonensis, entre outras (SCOTT & NOVAIS, 2016; SCORZA et al., 2017). Suas lesoes,
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normalmente Unicas, se desenvolvem entre 2 e 8 semanas ap6s a infec¢do, progredindo de
lesdes nodulares para ulceras caracteristicas com bordas elevadas (PEARSON & SOUSA,
1996). Linfadenopatia pode ocorrer antes ou concomitantemente as lesdes cutaneas
(BARRAL et al., 1995a; SOUSA et al., 1995; BOMFIM et al., 2007). Normalmente, a
resolu¢do da LCL acontece até mesmo sem tratamento, tendo a doenga carater autolimitado
(SCORZA et al., 2017). No entanto, as lesdes, tratadas ou ndo, resultam em cicatrizes
deprimidas e hipopigmentadas, além da cura ndo ser esterilizante, ainda podendo ser
encontrados parasitos apds remissdo clinica (SCHUBACH et al., 1998a; SCHUBACH et al.,
1998b).

A LCL ¢, dentre as manifestagdes da LTA, a que apresenta um equilibrio maior
entre respostas imune pro-inflamatorias, anti-inflamatorias e regulatdrias, com reagdo de
hipersensitividade tardia (SCOTT & NOVAIS, 2016; SCORZA et al., 2017). Entre outros
fatores, o desequilibrio dessas respostas tem consequéncias clinicas diferentes, dependendo de
se a resposta ¢ mais polarizada para um perfil pré-inflamatério, anti-inflamatério ou

regulatorio, conforme a figura 6 (SCOTT & NOVALIS, 2016; SCORZA et al., 2017).

Self-healing Diffuse
Mucosal cutaneous cutaneous
leishmaniasis leishmaniasis leishmaniasis
DTH Antibody
Parasite
T, 1-type response load

Severe Severe
disease Moderate disease disease

Figura 6: Espectro de doencas na leishmaniose tegumentar. Fonte: SCOTT & NOVALIS,
2016.

A leishmaniose mucosa (LM) tem como principal agente -etiologico L.
braziliensis, mas ja foram registrados casos devido a infeccdo por L. (V.) panamensis, L.

guyanensis € L. amazonensis (SANTRICH et al., 1990; BARRAL et al., 1991; OSORIO et
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al., 1998). Essa manifestacdo ¢, muitas vezes, uma complicacio de LCL, sendo mais
prevalente em individuos malnutridos e com maior niimero de lesdes cutdneas (JONES et al.,
1987; MARZOCHI & MARZOCHI, 1994; MACHADO-COELHO et al., 2005; SCORZA et
al., 2017). Ela ¢ caracterizada pelo comprometimento de dreas como mucosa nasal, palato
mole, faringe, laringe, 1abios e bochechas, podendo acometer também traqueia e genitlia
(MARZOCHI & MARZOCHI, 1994; PEARSON & SOUSA, 1996; SCORZA et al, 2017).

A LM tem sido associada a niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias, tanto
de perfil Th-1, como IFN-y e TNF-a, quanto Th-17, como IL-17, quando comparada com
LCL, resultando em uma rea¢do de hipersensibilidade muito mais intensa (BACELLAR et al.,
2002; BACELLAR et al., 2009; BOAVENTURA et al., 2010). Também tem sido relatada
aumentada atividade citolitica de linfocitos T CD8" e células NK em comparagio a individuos
com LCL (BRODSKYN et al, 1997), além de baixa indu¢do de mecanismos
imunomodulatorios, com baixos niveis de IL-10, bem como as células isoladas destes
pacientes sd3o menos responsivas a essa citocina devido a menor expressdo de seu receptor
(BRODSKYN et al.,, 1997, BACELLAR et al., 2002; FARIA et al., 2005; GAZE et al.,
2006). Como consequéncia da resposta pro-inflamatéria exacerbada, lesdes na mucosa
apresentam carga parasitdria mais baixa que em lesdes cutaneas (SCHRIEFER et al., 2008;
PEREIRA et al., 2017).

Essa forma clinica ¢ de dificil tratamento, com maior frequéncia de falhas
terapéuticas e recidivas, sendo necessario, muitas vezes, mais de um ciclo de tratamento
(LESSA et al, 2001; AMATO et al., 2007). Como alternativa, tem sido utilizada
pentoxifilina, um anti-inflamatério inibidor de TNF-a, associado ao tratamento com
antimonial pentavalente, o que tem levado a re-epitelizacdo total das lesdes em 90 dias e sem
recidivas apds um ano do tratamento (LESSA et al., 2001).

Outra forma metastatica da LTA ¢ a leishmaniose disseminada (LD), cujos
agentes etiologicos sdo L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, L. (V.) peruviana e L.
amazonensis (CARVALHO et al., 1994, TURETZ et al., 2002; COUPPIE et al., 2004;
HASHIGUCHI et al., 2016; ESPINOZA-MORALES et al., 2017). Essa manifestacao clinica
¢ caracterizada por lesdes multiplas e pleomorficas, variando entre acneiformes, papulares,
nodulares e ulceradas, em duas ou mais regides ndo contiguas do corpo (COSTA et al., 1986;
TURETZ et al., 2002; HASHIGUCHI et al., 2016). A metéstase do parasito a partir do sitio
de infeccdo ocorre de poucos dias a algumas semanas apos o aparecimento da lesdo inicial
(CARVALHO et al., 1994, TURETZ et al., 2002). Células mononucleares de sangue

periférico de pacientes com LD produzem niveis mais baixos de IFN-y e TNF-a em
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comparagdo a de individuos com LCL, mas niveis similares de IL-5 e IL-10 (TURETZ et al.,
2002; LEOPOLDO et al., 2006). No entanto, isso pode ser reflexo da migracdo de células
ativadas, causando sua deplecdo no sangue, ja que nas lesdes a resposta parece tdo intensa
quanto em lesdes de LCL (MACHADO et al., 2011). Os individuos costumam responder ao
tratamento, mas varios ciclos ou tratamentos mais longos sdo recomendados (TURETZ et al.,
2002; HASHIGUCHI et al., 2016).

Outra manifestagdo grave de LTA, a leishmaniose cutinea difusa anérgica
(LCDA), também chamada de leishmaniose difusa, ¢ causada, nas américas, por L.
amazonensis, L. mexicana e L. (V.) pifanoi (CONVIT et al., 1972; VELASCO et al., 1989;
BARRAL et al., 1991). As lesdes da LCDA s3ao multiplas, nodulares e ndo ulcerativas,
apresentando grande niimero de amastigotas e baixo infiltrado linfocitario (CONVIT et al.,
1972; HASHIGUCHI et al., 2016; SCORZA et al., 2017). Apesar do estabelecimento de
resposta humoral, a resposta celular contra Leishmania sp. ¢ comprometida na LCDA
(PETERSEN et al., 1982; BARRAL et al., 1995b). A alta carga parasitaria e carater nao
ulcerado das lesdes, além de baixa resposta de hipersensibilidade tardia e proliferacdo de
linfocitos em resposta a antigenos de Leishmania sp. apontam para a anergia dos individuos
que desenvolvem essa forma (PETERSEN et al., 1982; BARRAL et al.,, 1995b; BOMFIM et
al., 1996; SCORZA et al., 2017).

Em lesdes de LCDA, ¢ menor a frequéncia de células expressando 6xido nitrico
sintase induzida (iNOS), IL-12, IFN-y, TNF-a, CCL2, CCL4, CCL17 e CCL19, indicando
deficiéncia na montagem e na efetividade de resposta Th-1 para controle do parasito (RITTER
et al., 1996; DIAZ et al., 2006; CAMPANELLI et al., 2010; DIAZ et al., 2013; CANEDA-
GUZMAN et al., 2014). Também ocorre reducio no infiltrado de células CCR5", incluindo
linfocitos T CD4" e células NK circulantes e intralesionais, as quais também produzem menos
IFN-y e TNF-a quando estimuladas (RITTER et al., 1996; CAMPANELLI et al., 2010;
CANEDA-GUZMAN et al., 2014).

Individuos apresentando essa manifestacdo clinica ndo respondem bem aos
tratamentos convencionais para LTA, e recidivas sdo comuns (SALAIZA-SUAZO et al.,
1999; CALVOPINA et al., 2006; ZERPA et al., 2007). Alternativamente, associagao do
tratamento classico com imunoterapia apresenta melhores resultados, com melhora clinica
associada ao aumento de células NK e monocitos pro-inflamatdrios (CONVIT et al., 1989;

BADARO & JOHNSON, 1993; PEREIRA et al., 2009a).

2.2.3 Imunopatologia e imunidade celular em resposta a Leishmania sp.
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No desenvolvimento das lesdes de LTA, ha um balango entre resposta de perfil
Th-1, com produgdo de citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-12 para controle do parasito, mas
que causa dano tecidual, e respostas Th-2 e regulatoria, com producdo de IL-4 e IL-10,
permitindo manuten¢do da infeccdo (OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA & BRODSKYN,
2012; OLIVEIRA et al., 2014). A cura clinica ¢ relacionada a producgdo de IFN-y e a propria
ulceracado, haja vista que o tratamento prévio ao desenvolvimento da lesdo ¢ menos eficiente
(BOMFIM et al., 1996; CASTELLANO et al., 2009; UNGER et al., 2009). De outro lado,
niveis elevados de IL-10 intralesionais sdo associados a falha terapéutica (BOURREAU et al.,
2001).

Virias células exercem papeis na imunopatologia da LTA. Além de neutrofilos,
macrofagos e linfocitos T auxiliares, células NK e linfocitos T citotoxicos também sdo
recrutados para o local da infec¢do e tém fungdes na resposta a Leishmania sp. € no processo
de formacao da lesao (SCORZA et al., 2017). Nos momentos iniciais da infec¢do, células NK
sdo as principais produtoras de IFN-y, aumentando a producdo de IL-12 por células
dendriticas, promovendo maior diferenciacio de células T virgens em células Th-1
(PRAJEETH et al., 2011). No entanto, TGF-f ¢é capaz de inibir a ativacdo dessas células
(LAOUAR et al., 2005; ANDERSSON et al., 2008). Ja linfécitos T citotdoxicos, mais
tardiamente, apesar de apresentarem efeitos protetores, também sdo diretamente associados a
progressdo das lesoes e metastase (BELKAID et al., 2002b; FARIA et al., 2009; NOVALIS et
al.,2013).

2.2.3.1 Resposta de macrofagos a infeccio por Leishmania sp.

Sendo parasitos principalmente de células do sistema fagocitico mononuclear, o
sucesso de Leishmania sp. nos vacuolos parasitoforos em macrofagos depende do estado de
ativacdo dessas células (SIBLEY, 2011; ALEXANDER & BROMBACHER, 2012; LIU &
UZONNA, 2012; FEIIO et al., 2016; ROMANO et al., 2017). Os diferentes perfis de ativagio
de macréfago acontecem em resposta a diferentes estimulos e apresentam expressdes
diferenciadas de receptores, citocinas, quimiocinas ¢ moléculas efetoras, resumidos na figura
7 (MANTOVANI et al, 2004; DUQUE & DESCOTEAUX, 2014; MARTINEZ &
GORDON, 2014).
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Figura 7: Diferentes perfis de ativagdo de macrofagos, seus respectivos estimulos e expressao

de receptores, citocinas, quimiocinas € moléculas efetoras. Fonte: MANTOVANI et al., 2004.

Em um ambiente proé-inflamatorio, com predominancia de linfécitos Th-1, na
presenga de citocinas como IFN-y, TNF-a e MIF, ou em resposta a estimulos como LPS,
ocorre a diferenciacdo de macrofagos em M1, os macrofagos ditos classicamente ativados
(JUTTNER et al., 1998; WAKIL et al., 1998; ALEXANDER & BROMBACHER, 2012; LIU
& UZONNA, 2012; MANTOVANI et al, 2004). Em resposta a esses estimulos, tais
macrofagos expressam niveis elevados de citocinas como IL-1, IL-12 e TNF-a e quimiocinas
como CCL4 e CCLS5, além de moléculas efetoras no combate contra patégenos intracelulares,

como Oxido nitrico e espécies reativas de oxigénio (ALEXANDER & BROMBACHER,
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2012; LIU & UZONNA, 2012; MANTOVANI et al, 2004; DUQUE & DESCOTEAUX,
2014; MARTINEZ & GORDON, 2014).

E bem estabelecido que esse padrio de resposta é o responsavel pelo controle da
infecc¢do por Leishmania sp. (ALEXANDER & BROMBACHER, 2012). No reconhecimento
do parasito por TLR2 e TLR4, também bem expressos em M1, levam a expressao de iNOS,
que converte arginina em 6xido nitrico, toxico para o parasito (GREEN et al., 1990; LIEW et
al., 1991; MANTOVANI et al, 2004; MUKBEL et al., 2007). Além da propria toxicidade do
6xido nitrico, o consumo de r-arginina pela iNOS limita a disponibilidade desse nutriente
para as amastigotas (MUXEL et al., 2018a), e inibe a atividade de arginase (INIESTA et al.,
2001). Também foi evidenciado que a producdo de IL-1B induzida pela ativagdo de
inflamassomo via NLRP3 ¢ de grande importancia para produgdo de 6xido nitrico frente a
infecgdo por L. amazonensis (LIMA-JUNIOR et al., 2013).

Ja o perfil de macréfagos alternativamente ativados, que favorece o crescimento
de Leishmania sp. (OLIVEIRA et al., 2014), ¢ mais heterogéneo. Foi proposto por Mantovani
e colaboradores (2004) que fossem utilizadas as nomenclaturas M2a, M2b e M2c, em vez de
simplesmente M2, para representar perfis que diferem tanto de acordo com os estimulos que
levam a sua diferenciagdo quanto o que € expresso por eles. A ativagdo de macrdofagos por
essas vias os leva a ter papeis em respostas de perfil Th-2 ou regulatorias, além de reparo de
tecidos (MANTOVANI et al., 2004).

Os macrofagos M2a assim se tornam na presenga de IL-4 e IL-13, citocinas de
perfil Th-2 (MANTOVANI et al, 2004). Apesar de apresentarem alguns papeis nao
totalmente esclarecidos na resposta contra algumas espécies de Leishmania, 1L-4 e IL-13 sao
citocinas que favorecem o parasitismo de L. amazonensis e L. mexicana no hospedeiro
vertebrado, de forma contraria a respostas predominantemente Th-1 (INIESTA et al., 2002;
ALEXANDER & BROMBACHER, 2012).

A partir da sinalizacdo por IL-4Ra, ocorre inibi¢ao da expressao de IL-12RB2, IL-
12p40, IFN-y e 6xido nitrico, limitando o estabelecimento de uma resposta de perfil Th-1 para
controle de L. amazonensis ¢ L. mexicana (ALEXANDER et al., 2002; PADIGEL et al.,
2003). Outro fator que favorece o crescimento do parasito ¢ a expressdo de arginase, que,
além de competir com iNOS por substrato, gera ureia e ornitina a partir de arginina,
alimentando a via de producdo de poliaminas, nutrientes necessarios as amastigotas
(INIESTA et al., 2002; MANTOVANI et al., 2004; RATH et al., 2014; MUXEL et al.,
2018a). A inibicdo da atividade de arginase utilizando metabolitos secundarios de iNOS leva

a diminuigdo no crescimento de Leishmania (INIESTA et al., 2001).
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Macréfagos M2b sdo diferenciados a partir de estimulagdo por imunocomplexos e
LPS (MANTOVANI et al., 2004). Essa populacao se difere de M2a por sua alta producao de
TNF-a e 6xido nitrico e baixa de arginase, enquanto se diferencia de M1 por baixa expressao
de IL-12, alta produgdo de IL-10 e por induzirem diferenciacdo de células Th-2 e resposta
humoral (EDWARDS et al., 2006). A interacdo com neutrofilos apoptdticos também promove
a diferenciacdo para M2b, favorecendo o crescimento de L. major (FILARDY et al., 2010).

A estimulagdo por IL-10, em um ambiente regulatério, levando a diferenciacao
para M2c, também promove persisténcia da infeccao por Leishmania pela inibicdo da resposta
de perfil Th-1 (BELKAID et al., 2001; NOBEN-TRAUTH, 2003). No entanto, a cura
esterilizante observada em animais deficientes de IL-10 ocasiona perda da imunidade a
reinfeccdes (BELKAID et al., 2002a). Apesar de M2c e M2b serem células produtoras de IL-
10, a produgdo de IL-10 por células T ¢ a principal fonte dessa citocina para susceptibilidade a
infeccdo por L. major (SCHWARZ et al., 2013). A expressdo também de TGF-f por
macrofagos que apresentam esse perfil de ativagdo ¢ associada ao favorecimento de uma

resposta regulatoria (ANDERSSON et al., 2008; ZACCONE et al., 2009).

2.3 Influéncia da infeccio por S. mansoni em comorbidades

Devido a cronicidade da esquistossomose e sua capacidade de induzir diferentes
padrdes de resposta imune, infec¢des por S. mansoni j4 se mostraram capazes de modular
doengas causadas por respostas de perfil Th-1, como diabetes e esclerose multipla, bem como
Th-2 exacerbada, como doengas alérgicas (COOKE et al., 1999; LA FLAMME et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2016; RESENDE et al, 2019). Existem evidéncias de que a
esquistossomose também afete a imunidade da prole de gravidas infectadas ainda durante a
vida intrauterina (ELIAS et al, 2006; ELIAS et al, 2007; ELIOTT et al, 2007,
STRAUBINGER et al., 2014; LANG & SCHICK, 2017; LACORCIA & DA COSTA, 2018).

A polarizagdo da resposta Th-2 e indu¢do da resposta regulatoria por parasitos do
género Schistosoma também sdo capazes de modificar o curso de outras infec¢des
parasitarias. Humanos naturalmente coinfectados com S. mansoni e Ascaris lumbricoides
eliminam menos ovos de A. [umbricoides, enquanto coinfeccio de S. mansoni e
ancilostomatideos leva a maior eliminagao de ovos deste (FLEMING et al., 2006). Em
coinfec¢des experimentais de S. mansoni e Strongyloides venezuelensis, ocorre diminuicao da
carga parasitaria de S. venezuelensis (DE REZENDE et al., 2015).

Quanto a protozoarios, um modelo de coinfeccdo de Schistosoma sp. bem
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estudado envolve parasitos do género Plasmodium (SOKHNA et al., 2004; LYKE et al.,
2005; COLLEY et al., 2014). Estudos realizados com criangas coinfectadas com .
mansoni ou S. haematobium e Plasmodium sp. mostram efeitos protetivos do helminto na
morbidade da maléria, sendo que individuos coinfectados nos quais a infec¢do por S.
mansoni era leve (< 100 ovos/g de fezes) apresentaram menor probabilidade de ter acessos
maldricos, maior tempo até a apresentacdo de sintomas, menor taxa de anemia e
esplenomegalia (SOKHNA et al., 2004; LYKE et al., 2005; HURLIMANN et al., 2019).
No entanto, criangas com alta carga parasitdria de S. mansoni apresentaram acessos
malaricos mais frequentes (SOKHNA et al., 2004). Assim como para outros protozoarios,
os dados sugerem que balanco entre respostas pro-inflamatdria e anti-inflamatdrias sio

determinantes para a patologia provocada na infeccdo por Plasmodium sp. (revisado em

SCHOFIELD & GRAU, 2005).

2.3.1 Coinfec¢do por S. mansoni e Leishmania sp.

Dentre os fatores relacionados a comorbidades, coinfecgdes helminticas estao
entre os fatores mais importantes para as leishmanioses (AKUFFO et al., 2018). No Brasil,
as areas endémicas para esquistossomose e LTA se sobrepdem (figura 8). Além disso,
estudos realizados na Bahia, no Rio de Janeiro e em Minas Gerais ja comprovaram a
existéncia de populagdes com individuos coinfectados, chegando a uma prevaléncia de
16,7% de coinfec¢do entre pacientes com LTA (O’NEAL et al., 2007; NEWLOVE et al.,
2011; AZEREDO-COUTINHO et al., 2016; MIRANDA, 2018).

Apesar disso, poucos estudos tém avaliado o efeito da coinfec¢ao por S. mansoni
na LTA. Em populagdo humana, estudo realizado por O’Neal et al. (2007) mostrou que a
resposta ao tratamento de lesdes de LTA foi menos eficiente em individuos que
apresentavam coinfeccdo com L. braziliensis e helmintos, incluindo S. mansoni. Nos
individuos co-infectados, foi observado maior tempo para cura, sendo que em 30,2% dos
casos as lesdes persistiram por mais de 90 dias apos o inicio do tratamento. Azeredo-
Coutinho et al. (2016) mostraram que infec¢des por helmintos sdo relacionadas & maior
prevaléncia de manifestacdes mucosas de LTA e pior resposta ao tratamento com
antimonial em comparacdo a individuos infectados somente por L. braziliensis. Um ensaio
clinico realizado por Newlove et al. (2011) evidenciou, contudo, que o tratamento da

helmintoses ndo impactava o tratamento da leishmaniose em pacientes coinfectados.
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Figura 8: Distribuicdo geografica da esquistossomose e da leishmaniose tegumentar no
Brasil. A: distribui¢do da esquistossomose segundo o INPEG, 2010 — 2015. B: distribui¢do de
casos de leishmaniose tegumentar no Brasil em 2015. Fontes: BRASIL, 2017; KATZ, 2018.

Nesta mesma populagdo humana, Bafica et al. (2011) mostraram que células
mononucleares do sangue periférico de individuos com LTA, quando coestimuladas com
antigenos de vermes adultos e de Leishmania produziam niveis maiores de IL-10 do que
quando eram estimuladas somente com antigenos de Leishmania. Em trabalho seguinte
(BAFICA et al., 2012), foi demonstrado que a coestimulacdo de mondcitos tanto com
antigenos de Leishmania quanto com antigenos de S. mansoni afetou negativamente a
capacidade dessas células de apresentarem antigenos pela diminuicdo da expressdo de
HLA-DR, CD80 e CD86, além de aumentar a frequéncia de células T
CD4"CD25"&"Foxp3” e CTLA-4" ¢ diminuir a frequéncia de CD28.

Em Lopes et al. (2014), células dendriticas diferenciadas a partir de monocitos
de sangue periférico de individuos com LTA, com estimulagdo com antigenos de L.
braziliensis e S. mansoni, t€m sua maturacdo direcionada para um perfil regulatorio, com
expressao aumentada de IL-10, IL-10R, CD80, CD83, CD86 ¢ HLA-DR. Lopes et al.
(2018) mostraram que células dendriticas de individuos com esquistossomose em cocultura
com linfocitos autdlogos sdo mais susceptiveis a infec¢do in vitro por L. braziliensis
quando comparadas as células de individuos ndo infectados por S. mansoni. Quando
analisada a ativagdo tanto das células dendriticas quando dos linfocitos, foi possivel notar
que, de forma similar a Lopes ef al. (2014), estas células apresentaram um perfil de
ativagdo mais regulatorio. Células dendriticas apresentaram aumento da expressao de IL-10

e seu receptor, e diminuigdo na de IL-12p40, enquanto linfocitos expressaram mais CTLA-
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4 ¢ menos CD28 (LOPES et al., 2018).

Por fim, Lopes ef al. (2019), ao estimularem células dendriticas de individuos
com LTA com Sm29, antigeno de verme adulto de S. mansoni, e infecté-las in vitro com L.
braziliensis na presenca de linfocitos autdlogos, obtiveram maior expressao de CD80,
CD83, CD86, IL-10 e IL-10R em células dendriticas, assim como menor expressao de
CDla e IL-12. Por sua vez, linfécitos tiveram expressao elevada de CD28, CTLA-4, CD25
e niveis diminuidos de IFN-y, evidenciando o papel especifico de antigenos de S. mansoni
na modulacdo desses dois tipos celulares (LOPES et al, 2019)

Os dados observados em populagdo demonstram a importancia da coinfecgdo S.
mansoni € Leishmania sp. na resposta imune e tratamento da LTA e no controle da doenga,
mas nao permitiram investigar detalhadamente quais os mecanismos envolvidos (KLEIN,
2000; CARVALHO et al., 2015). Experimentos in vivo com animais experimentais sdo de
grande auxilio para o entendimento de processos que ocorrem na coinfec¢do entre
Schistosoma sp. e Leishmania sp. em um ambiente mais controlado. No entanto, os
trabalhos realizados até agora apresentaram resultados controversos por ndo haver
padronizagdo de cepa e inoculo dos parasitos, momento da coinfec¢do e fundo genético dos
camundongos utilizados (JI et al., 2003; MACHMAHON-PRATT & ALEXANDER,
2004; TEIXEIRA et al., 2005; PEREIRA et al., 2009b; COSTA et al., 2011; SOUZA et
al.,,2011; SCOTT & NOVALIS, 2016).

Trabalho realizado por Yole et al. (2007), com infec¢do concomitante por S.
mansoni € L. major, mostrou que as lesdes cutdneas observadas em camundongos BALB/c
coinfectados eram maiores que nos mono-infectados com L. major. Além disso, os animais
coinfectados tinham proliferacio menos intensa de linfocitos in vitro em resposta a
antigenos de Leishmania quando comparados com animais infectados apenas com L. major
(YOLE et al., 2007). Khayeka-Wandabwa et al. (2013), também com infec¢do simultanea,
ndo relataram diferengas no desenvolvimento de lesdes, mas mostraram que o tratamento
concomitante das duas parasitoses ¢ mais eficiente para resolucdo das lesdes cutaneas do
que somente o tratamento da leishmaniose.

La Flamme et al. (2002) realizaram a infec¢do de camundongos BALB/c com L.
major duas semanas ap6s a infeccdo por S. mansoni, para que o pico da resposta Th-1
contra L. major coincidisse com o pico da resposta Th-2 contra S. mansoni. Seus resultados
evidenciaram uma progressdo mais lenta das lesdes cutaneas em animais coinfectados,
assim como retardo no processo de cura e mudanca no perfil de citocinas expressas (LA

FLAMME et al., 2002). Fora isso, La Flamme ef al (2002) também recuperaram
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macrofagos peritoneais inflamatorios de animais na oitava semana de infec¢do por S.
mansoni para analisar sua susceptibilidade a infec¢do in vitro por L. major. Ao fazerem
isso, foi mostrado que, num momento inicial, a porcentagem de células infectadas era
semelhante em ambos os grupos, mas os macrdfagos dos animais com S. mansoni eram
refratdrios a ativagdo por IFN-y, produzindo menos NO que o grupo controle, ndo
controlando a infecc¢ao por L. major (LA FLAMME et al., 2002).

Coelho et al. (1980), o primeiro relato de coinfeccdo experimental por
Schistosoma sp. € Leishmania sp., infectou camundongos com L. mexicana 60 dias apo6s
infeccdo com S. mansoni e observou que lesdes causadas por L. mexicana apareciam mais
cedo em animais coinfectados. Em contraste, Yoshida et al. (1999), ao coinfectar com
promastigotas de L. major camundongos, tanto BALB/c quanto C57BL/6, durante a oitava
semana de infec¢ao de S. mansoni, ndo observaram diferenga na evolu¢ao e na intensidade
de lesdes cutaneas entre os animais infectados somente com L. major e os coinfectados.

Entre trabalhos com humanos e modelos experimentais, at¢ 0 momento, nenhum
avaliou, com os mesmos critérios de carga e cepa dos parasitos, diferentes periodos da
infec¢do por S. mansoni. Da mesma forma, pelo uso de espécies diferentes de Leishmania,
deve-se considerar que coinfec¢des com L. major e L. mexicana podem ndo refletir
fielmente o que aconteceria na coinfecgdo experimental com L. amazonensis por causa da
diferenga entre a resposta imune frente a esses parasitos (SACKS & NOBEN-THRAUT,
2002; JI et al, 2003; MCMAHON-PRATTS & ALEXANDER, 2003; SCOTT &
NOVAIS, 2016).

Assim sendo, este trabalho visou a avaliar o efeito de diferentes fases da infec¢do
por S. mansoni na maturagao/diferenciagdo de macréfagos e como essa exposi¢cao pode afetar
a resposta e a susceptibilidade celular a infec¢do por Leishmania. Além disso, para maior
relevancia epidemiologica, foi utilizada a espécie L. amazonensis, agente etiolégico de LCDA

(BARRAL et al., 1991; SCORZA et al., 2017), preenchendo essa lacuna na literatura.
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3 JUSTIFICATIVA

A esquistossomose ¢ a leishmaniose tegumentar sdo parasitoses de grande
importancia na saude publica do Brasil (CASAVECHIA et al., 2018; MARTINS-MELO et
al., 2018), sendo Minas Gerais o segundo estado brasileiro mais afetado por doencas tropicais
negligenciadas, atrds apenas de Goids (MARTINS-MELO et al, 2018). Juntas, a
esquistossomose € a leishmaniose sdo responsaveis por mais de 45% dos valores de DALY
por esse grupo de patologias no Estado (MARTINS-MELO et al., 2018). O quadro se torna
mais preocupante quando se considera a sobreposicdo das areas de ocorréncia destas
parasitoses e os relatos de coinfec¢do em populagdo humana (O’NEAL et al., 2007; BRASIL,
2017; MARTINS-MELO et al., 2018; MIRANDA, 2018).

Relativamente poucos estudos tém investigado os efeitos da coinfec¢do de S.
mansoni e espécies dermotropicas de Leishmania. Os que o fizeram até o momento utilizaram
somente L. braziliensis, L. mexicana ou L. major e indicam que hospedeiros coinfectados
apresentam retardo na cura de lesdes, alteragdes no parasitismo e na ativacdo da resposta
imune do hospedeiro, mas os mecanismos pelos quais isso acontece ainda sdo pouco
conhecidos (COELHO et al., 1980; YOSHIDA et al., 1999; LA FLAMME et al., 2002;
O’NEAL et al., 2007; YOLE et al., 2007, BAFICA et al., 2011; BAFICA et al., 2012;
KHAYEKA-WANDABWA et al., 2013; LOPES et al., 2014; LOPES et al.,, 2018; LOPES et
al., 2019).

Os trabalhos realizados com humanos apresentam a desvantagem de ndo controlar
com precisdo em que €poca ocorreu a infec¢do dos individuos, e a literatura utilizando
modelos experimentais ndo demonstra padronizagdo quanto espécie, cepa e carga utilizada
tanto de S. mansoni quanto de Leishmania sp. para infec¢do. Conforme amplamente
demonstrado na literatura (SACKS & NOBEN-THRAUT, 2002; JI et al., 2003;
MCMAHON-PRATT & ALEXANDER, 2004; PETRITUS et al., 2012; SCOTT & NOVAIS,
2016), a resposta a Leishmania sp. ¢ muito variavel dependendo da espécie e cepa do
protozoario, dificultando previsdes acuradas sobre as consequéncias da coinfeccdo de S.
mansoni € L. amazonensis, responsavel por LCDA, uma das formas graves de LTA no Brasil
(BARRAL et al., 1991).

Poucos trabalhos investigam a participagdo de macrofagos nesse processo, € 0 que
o fez utilizou macrofagos residentes (LA FLAMME et al, 2002). Contudo, mais
recentemente foi mostrado que L. major tem preferéncia por infectar, num primeiro momento,

mondcitos/macrofagos inflamatdrios que recém infiltraram para o sitio de infecg¢do, e nao
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células residentes (ROMANO et al., 2017). Portanto, o uso de modelos in vitro que simulem
mais devidamente essa populag@o de células pode oferecer resultados mais acurados.

O entendimento da resposta especifica a L. amazonensis se mostra importante
levando em consideragdo que as helmintoses figuram entre os mais importantes fatores de
modulagdo da resposta imune em leishmanioses (AKUFFO et al., 2018), estando a anergia a
essa espécie de Leishmania sp. relacionada com manifestagdes graves da doenca (RITTER et
al., 1996; CAMPANELLI et al., 2010; CANEDA-GUZMAN et al., 2014). Portanto, ¢é
imprescindivel esclarecer as alteragdes que ocorrem em macrofagos pela infeccdo por S.
mansoni para elucidar mecanismos que acontecem na coinfec¢do Schistosoma/Leishmania. O
melhor entendimento desse fendmeno pode gerar sugestdes para um manejo mais adequado

de pacientes coinfectados e auxilio aos programas de controle dessas parasitoses.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar como as diferentes fases da infeccdo por S. mansoni afeta a ativacido de

macrofagos derivados da medula dssea e sua susceptibilidade a infeccdo por L. amazonensis.

4.2 Objetivos especificos

* Avaliar a susceptibilidade de macrofagos derivados de medula &ssea
recuperados de camundongos em diferentes fases da esquistossomose a infec¢do por L.
amazonensis.

* Analisar diferengas na ativacdo de macréfagos derivados de medula 6ssea
recuperados de camundongos em diferentes fases da esquistossomose frente a infec¢do por L.

amazonensis.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Para os experimentos, foram utilizadas fémeas de camundongo da linhagem
BALB/c com 8 semanas de vida, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Durante o periodo experimental, os camundongos foram mantidos no
Biotério do Departamento de Parasitologia, em racks ventiladas com 4gua e ra¢do adequada
fornecida ad libitum. Todos os procedimentos aqui descritos foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG) sob o
namero 398/2018, estando de acordo com o Codigo Brasileiro de Experimentacdo Animal

(COBEA).

5.2 Parasitos

A linhagem de S. mansoni utilizada foi a LE, originalmente isolada de paciente
humano de Belo Horizonte. Sua manuten¢do tem sido realizada no Laboratério de
Esquistossomose e Imunohelmintologia (LABEIH) e feita por passagens consecutivas em
caramujos da espécie Biomphalaria glabrata e em hamster sirio, Mesocricetus auratus
(CEUA/UFMG, n° 368/2018). Para obtengdo de cercarias utilizadas nos experimentos, B.
glabrata infectadas foram expostas a luz artificial por 4h e a solucdo contendo as larvas
infectantes do helminto foi concentrada e lavada vérias vezes com solugdo fisiologica. As
cercarias recuperadas foram contadas e inoculadas por via subcutanea (50 por animal) no
dorso dos camundongos, conforme descrito por Pellegrino e Macedo (1955).

Para infecgdo por L. amazonensis, foi utilizada a cepa PH8 (IFLA/BR/1967/PHS),
mantida criopreservada no Laboratério de Biologia de Leishmania (ICB/UFMG). Seu cultivo
foi realizado em meio a-MEM (Gibco, Waltham, MA, EUA) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) a 24 °C. Para a infec¢do de macrofagos,
foram utilizadas promastigotas de cultura em fase estacionaria, reisoladas de hamster sirio, até

a 5" passagem em meio de cultura.

5.3 Delineamento experimental

Para determinar como diferentes fases da infec¢do por S. mansoni podem afetar a
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diferenciagdo e ativacdo de macrofagos e sua susceptibilidade a infec¢do por L. amazonensis,
células da medula 6ssea foram recuperadas de animais de quatro grupos experimentais (6
camundongos/grupo): Grupo Controle - camundongos BALB/c ndo infectados por S.
mansoni; Grupo Cronico - camundongos BALB/c com 12 semanas de infeccdo por S.
mansoni; Grupo Agudo Pés-Postural - camundongos BALB/c com 8 semanas de infec¢ao por
S. mansoni; e Grupo Pré-Postural - camundongos BALB/c com 3 semanas de infec¢ao por S.
mansoni.

Para que a eutanasia dos animais ocorresse no mesmo dia e os animais tivessem a
mesma idade no momento da obtengdo das células, os 24 animais foram aleatoriamente
separados nos 4 grupos experimentais e a infeccdo com S. mansoni dos animais do grupo
crénico ocorreu no primeiro dia do protocolo experimental (12 semanas antes da eutandsia).
Apoés 4 semanas, o grupo agudo pds-postural foi infectado da mesma forma e com a mesma
dose de cercarias (8 semanas antes da eutanasia). Com 9 semanas do inicio do protocolo
experimental, foi realizada a infec¢do dos animais do grupo pré-postural (3 semanas antes da
eutanasia). O ultimo grupo se manteve ndo infectado, conforme ilustrado na figura 9A.

Todos os animais foram eutanasiados ap6s 12 semanas do inicio do protocolo
experimental por injecdo intraperitoneal de sobredose anestésica de quetamina (240 mg/kg,
Dopalen, Jacarei, SP, Brasil) e xilazina (30 mg/kg, Kensol, Avellaneda, Argentina) e
utilizados para recuperagdo de monocitos de medula ossea, os quais foram diferenciados em
macrofagos e utilizados para infecgdo in vitro com L. amazonensis. Pardmetros das infec¢des
in vitro foram analisados com 24, 48 e 72 h (figura 9B), como descrito em mais detalhes

posteriormente.
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Figura 9: Planejamento da infeccdo por S. mansoni (A) de grupos utilizados para recuperagao
de macrofagos e infeccdo in vitro com L. amazonensis e tempos de coleta de material para

analise (B). Fonte: elaborada pelo autor.
5.4 Recuperaciao de monocitos e diferenciacio in vitro

A recuperacao de precursores da medula 6ssea para diferenciagdo de macréfagos
foi realizada de acordo com procedimento descrito por Joshi et al. (2008), com algumas
alteracdes. Apds eutandsia, foram retirados fémur e tibia dos camundongos nas diferentes
fases da infecg¢@o por S. mansoni. O interior de cada osso foi lavado com meio RPMI 1640
(LGC Biotecnologia) suplementado com 20% de soro bovino fetal (LGC Biotecnologia). Foi
feito um pool das células da medula recuperada dos animais de um mesmo grupo
experimental e o conteudo foi centrifugado a 460 g, por 10 minutos a 4°C, e ressuspendidos

em meio R20/30, composto de RPMI 1640 (LGC Biotecnologia) com 20% de soro bovino
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fetal (LGC Biotecnologia), 30% de meio condicionado de células 1929, 50 pg/ml de
penicilina/estreptomicina (Gibco), 2 mM de L-glutamina (Gibco) e 0,0035% de pB-
mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EUA). O sobrenadante de células L.929 foi
obtido pelo cultivo dessa linhagem celular em placas de cultura (Corning, NY, EUA) por sete
dias, em 50 ml de meio RPMI completo, contendo RPMI 1640 (LGC Biotecnologia)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (LGC Biotecnologia), 50 pg/ml de
penicilina/estreptomicina (Gibco), 2 mM de r-glutamina (Gibco) e 0,0035% de pB-
mercaptoetanol (Sigma-Aldrich). O meio de cultura foi retirado, filtrado com filtros de
seringa esterilizantes (Corning). O sobrenadante de cultura de células L.929 serviu como fonte
de fator estimulador de colonia de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF), que estimula a
diferenciagdo de mondcitos em macrofagos (JOSHI et al., 2008; LUTZ et al., 2017).

As células obtidas da medula 6ssea foram contadas em cdmara de Neubauer com
adi¢do de azul de tripan (Gibco) para determinar o nimero de células obtido e sua viabilidade.
Ap6s contagem, foram plaqueadas em placa de Petri (J. Prolab, Sdo José dos Pinhais, PR,
Brasil), 7 x 10° células/ml num volume final de 10 ml, ¢ mantidas a 37 °C ¢ 5% de CO,em 10
ml de meio R20/30. O meio foi renovado ao quarto dia para retirada de células ndo aderentes.
As células aderentes foram consideradas monocitos em processo de diferenciacdo. No sétimo
dia, as células aderentes foram descoladas da placa com tripsina 0,5% (Gibco), contadas e
plaqueadas em placas de 24 pocos (Costar, Corning, NY, EUA) com laminulas de plastico
redondas de 13 mm (Sarstedt, Porto Feliz, SP, Brasil), 10° células por poco, e cultivadas em
500 pl de meio R20/30 por mais 48 horas. Ao fim desse periodo, os mondcitos ja
diferenciados em macréfagos foram utilizados para infec¢do com L. amazonensis. Esse

procedimento foi repetido para cada grupo experimental, totalizando 12 réplicas por grupo.

5.5 Infecciio de macrofagos in vitro

Para o preparo dos parasitos para infecg¢do, promastigotas de L. amazonensis em
fase estacionaria de cultura foram centrifugadas a 2460 g, por 10 minutos a 4 °C, e
ressuspendidas em RPMI completo. A infec¢do dos macréfagos foi feita de acordo com
Rocha et al. (2013), com algumas alteracdes. Resumidamente, foi retirado o meio de cultura
de cada pogo contendo macréfagos derivados de células da medula 6ssea e foi adicionado 300
uL de meio RPMI completo contendo 10° promastigotas de L. amazonensis em fase
estacionaria (multiplicity of infection — MOI 10:1). As culturas foram mantidas em estufa a 34

°C e 5% de CO; até o fim do experimento. Apds 12 horas de exposi¢do, as células foram
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lavadas com 500 pl de PBS a 36 °‘C (NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, KH,PO4 1,5 mM,
Na,HPO4 ¢ 7 H,O 4,3 mM, pH 7,4) para remover parasitos ndo internalizados e 500 pl de
meio RPMI completo foram adicionados. Células ndo infectadas com L. amazonensis foram
mantidas nas mesmas condi¢des. A infeccdo foi realizada em seis réplicas de cada grupo
experimental, totalizando seis réplicas ndo infectadas e seis réplicas infectadas com L.
amazonensis.

As culturas foram mantidas por mais 48 ou 72 horas apds a infeccdo por L.
amazonensis. Depois de 24 horas, foi realizada coleta de 150 pl do sobrenadante de cada pogo
para quantificacdo de mediadores imunologicos, os quais foram substituidos por RPMI
completo. Apés o término do protocolo experimental, os sobrenadantes da cultura foram
totalmente retirados para dosagem de marcadores de ativagdo de macréfagos. As laminulas
redondas foram retiradas das placas, coradas com pandtico rapido (RenyLab, Barbacena, MG,
Brasil) e montadas com Entellan (Merck Millipore, Burlington, MA, EUA) em laminas de

microscopia.

5.6 Avaliacio de parasitismo e perfil de resposta de macrofagos

Para avaliag¢do da infec¢do por L. amazonensis em macréfagos de camundongos
infectados ou ndo com S. mansoni, nos tempos de 48 e 72 horas apos infecgdo com L.
amazonensis, foi realizada contagem, em microscopio Optico sob objetiva de imersdo, de 100
a 200 macrofagos em cada laminula. Com isso, foi determinada a porcentagem de macrofagos
infectados, assim como o nimero total de amastigotas por macréfago e indice de infectividade
(porcentagem de macrofagos infectados multiplicada pelo nimero de amastigotas por
macrofago).

A andlise do perfil de resposta de macrofagos frente a infecgdo por L.
amazonensis foi realizada utilizando o sobrenadante das culturas para dosagem de mediadores
imunolodgicos caracteristicos de macrofagos, como descrito em mais detalhes a seguir, nos

tempos de 24, 48 e 72 horas ap6s infecgao.

5.6.1 Dosagem de citocinas e quimiocinas

No sobrenadante das culturas, foram dosadas as citocinas TNF-a, IL-10 ¢ TGF-3

e quimiocinas CXCL2, CCL5, CCL17 e CCL24. A dosagem foi feita por ELISA de acordo
com as indicagdes do fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA).
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Para isso, foram sensibilizadas placas half area (Costar) com anticorpo de captura
anti-citocina em questdo na concentragdo indicada pelo fabricante. Apo6s aproximadamente 12
horas, as placas foram lavadas com tampao de lavagem (PBS acrescido de 0,05% de Tween
20) trés vezes. Os pogos foram bloqueados com solu¢do de PBS contendo 1% de BSA por 1
hora, e mais trés lavagens foram feitas apos esse periodo. As amostras de cada réplica do
experimento foram colocadas individualmente em pogos, ao mesmo passo em que foi
montada, em duplicata, solu¢cdes com concentragdes conhecidas das citocinas recombinantes
analisadas para constru¢cdo de uma curva padrdo. A sensibilidade de cada curva, de acordo
com o fabricante, ¢ de 2000 pg/ml a 15,6 pg/ml para TNF-a, IL-10, TGF- e CCLS5, e de 1000
pg/ml a 7,8 pg/ml para CXCL2 e CCL24. Apos 24 horas, as placas foram lavadas e, a cada
poco, foi adicionado anticorpo de deteccdo anti-citocina de interesse conjugada a biotina e
deixadas por 2 horas a temperatura ambiente. Passado esse tempo, as placas foram novamente
lavadas e foi adicionada estreptadivina conjugada a peroxidase na concentracdo indicada pelo
fabricante a cada poco por 30 minutos. Apds a ultima lavagem, foi adicionado substrato
(solucdes estabilizadas de perdxido de hidrogénio e tetrametilbenzidina, 1:1 v/v, R&D
Systems) para revelar as placas, e a reacdo foi parada depois 30 minutos com H,SO4 2 N. A
absorbancia das amostras e da curva padrao foi medida em leitor de microplacas VersaMax
(Molecular Devices, San Jos¢, CA, EUA) a 450 nm, e as concentragdes das citocinas nas
amostras, em pg/ml, foi determinada por interpolagdo no grafico resultante da curva padrdao
utilizando o SoftMax Pro 5.2 (Molecular Devices). Os limites inferiores de deteccdo foram

determinados pela média dos valores dos brancos acrescida de dois desvios padrdes.

5.6.2 Ensaio de atividade de arginase

A atividade de arginase foi estimada no sobrenadante das culturas pela producao
teste colorimétrico a partir da producdo de ureia pela degradagdo enzimatica de r-arginina
(HESSE et al., 2001; RODRIGUES et al/, 2017). 50 pl do sobrenadantes de cultura em
microplaca de 96 pocos (Sarstedt) foram ativados pela adi¢do de 50 pl de 10 mM MnCL,; e 50
ul de 50 mM Tris-HCI, pH 7,5 e incubagdo por 10 minutos a 55 °C. Em seguida, foram
adicionados 25 pl de r-arginina 0,5 M (Sigma-Aldrich) a 25 pl das amostras ativadas,
incubando a 37 °C por 30 minutos. A reagdo foi parada com 200 pl de mistura acida,
contendo H>SO4 96%, H3PO,4 85% e H,O (1:3:7, v/v/v). Em seguida, foram adicionados 13 pl
de a-isonitrosopropiophenone a 9% (Sigma-Aldrich) em etanol 100% (Sigma-Aldrich),

passando por aquecimento a 95 °C por 1 hora, seguido de incubagdo a temperatura ambiente
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por 10 minutos. A leitura das placas foi realizada em leitor de microplacas VersaMax
(Molecular Devices) a 540 nm. As concentracdes das amostras foram obtidas pela
interpolagdo das absorbancias em grafico obtido a partir da curva padrdo de concentracdes
conhecidas de ureia (1000 mM — 1 mM) no software SoftMax Pro 5.2 (Molecular Devices). O
limite inferior de detecgdo foi determinado pela média dos valores dos brancos acrescida de

dois desvios padroes.

5.6.3 Dosagem de 0xido nitrico

A dosagem de oOxido nitrico foi realizada imediatamente apo6s coleta dos
sobrenadantes por meio da reagdo de Griess (TSIKAS, 2007). Foram adicionados 25 pl de
cada amostra em microplaca de 96 pocos (Sarstedt), ao mesmo passo em que foram
adicionadas solug¢des de concentragdes conhecidas de NaNO; (1000 uM — 1 pM), em
duplicata, para construgdo de curva padrio. As amostras e a curva, foram adicionados 25 pl
de solugdo de acido fosforico 2,5% contendo 0,5% de sulfonilamida ¢ 0,05% de N-o-naftil-
etilenodiamina. Apds 10 minutos a temperatura ambiente, as placas foram lidas em leitor de
microplacas VersaMax (Molecular Devices) a 540 nm. A concentracdo das amostras foi
obtida pela interpolagdo das absorbancias em gréafico obtido a partir da curva padrdo de
concentragdes conhecidas de nitrito no sofiware SoftMax (Molecular Devices). O limite
inferior de deteccdo foi determinado pela média dos valores dos brancos acrescida de dois

desvios padrdes.

5.7 Analise estatistica

Para andlise estatistica dos dados obtidos e montagem de graficos, foi utilizado o
programa GraphPad Prism versdo 7. Todos os dados passaram por teste para determinacdo de
sua normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados paramétricos foram
apresentados em graficos em média + erro padrao da média. Analise de variancia (Two-way
ANOVA) foi utilizada para comparar trés ou mais grupos. Os pos-testes de Sidak e de Tukey
foram utilizados para compara¢des multiplas, respectivamente, entre 0 mesmo grupo em
tempos diferentes e entre os grupos em um mesmo tempo. Para comparagoes dos grupos
infectados em relacdo ao controle, foi utilizado teste t. Os valores de p < 0,05 foram

considerados significativos.
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6 RESULTADOS

6.1 Susceptibilidade de macroéfagos de animais com S. mansoni a infeccao por

L. amazonensis

Primeiramente, foram avaliadas as alteragdes que as diferentes fases de infeccao
por S. mansoni provocam no parasitismo de L. amazonensis em macrofagos (figuras 10 e 11).
Os parametros considerados foram porcentagem de macréfagos infectados, ntimero de
amastigotas por macrofago e indice de infectividade.

Quando analisada a porcentagem de macrofagos infectados (figura 10), ndo houve
diferenga significativa entre grupos em um mesmo tempo. O Unico grupo cuja taxa de
infeccdo de macrofagos aumentou discretamente foi o grupo de macréfagos recuperados de
camundongos com infec¢do pré-postural (p = 0,0154), no qual houve um aumento de 29.41%

entre 48 ¢ 72 horas.
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Figura 10: Porcentagem de macréfagos de medula 6ssea recuperados em diferentes fases da
infeccdo por S. mansoni infectados in vitro por L. amazonensis. Os dados foram submetidos
ao teste estatistico Two-Way ANOVA. Colunas representam média + erro padrdo. °
representa diferenga significativa entre o mesmo grupo em tempos diferentes. ° p < 0,05. M¢:

macrofagos.

Por outro lado, a diferenca mais marcante entre os grupos se evidenciou no
numero de parasitos no interior das células. A ilustracdo dos macréfagos infectados nos

diferentes grupos experimentais (figura 11A-D) indica que, apesar da porcentagem
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semelhante de macréfagos infectados, o numero de amastigotas em cada macrofago
recuperado de animais em fase aguda da esquistossomose (figura 11A) foi notadamente maior
que nos grupos controle, de infeccdo pré-postural e cronica (figuras 11B, C, D,
respectivamente).

Para confirmar essa observagdo visual, foi realizada a contagem de amastigotas
intracelulares  (figura 11E). Inicialmente, foi verificado que o nUmero de
amastigota/macrofago aumentou significativamente entre 48 e 72 horas de infeccdo nos
grupos de macrofagos derivados da medula de animais na fase pré-postural (p = 0,0458) e da
fase aguda pos-postural da esquistossomose (p = 0,0009), sendo que, em macréfagos do
grupo de esquistossomose aguda, foi verificado um acréscimo de 97% no numero de
amastigotas no periodo. Apds 72 horas da infeccdo, macréfagos infectados desse mesmo
grupo teve o maior nimero de amastigotas (5,124 + 0,7534 amastigotas/macrofago), sendo o
unico significativamente diferente de todos os outros grupos de estudo, com 63% mais
amastigotas que no grupo controle ndo infectado por S. mansoni (3,146 + 0,7553
amastigotas/macréfago; p = 0,0147).

Esses resultados sdo refletidos no indice de infectividade das mesmas células
(figura 11F). Nesse critério, os macrofagos derivados da medula 6ssea de camundongos com
esquistossomose aguda, novamente, sdo os unicos que apresentam indice de infectividade
maior que todos os outros grupos 72 horas pos-infeccdo (controle: 251,7 + 81,05; pré-
postural: 257,4 = 41,95 ; agudo: 435,5 = 76,91; cronico: 220,3 + 15,56). Ademais, entre os
tempos de 48 e 72 horas, foi o Unico grupo que apresentou aumento significativo do indice de

infectividade (p = 0,0018).
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Figura 11: Susceptibilidade de macréfagos diferenciados de medula 6ssea a infecg¢ao por L.
amazonensis durante diferentes fases da infeccdo por S. manmsoni. A, B, C, D:
fotomicrografias (aumento 1000x) de macréfagos infectados com L. amazonensis recuperados
de animais nao infectados por S. mansoni (A), e na fase pré-postural (B), aguda (C) e cronica
(D) da esquistossomose. E: nimero de amastigotas por macrofago. F: indice de infectividade
L. amazonensis. Os dados foram submetidos ao teste estatistico Two-Way ANOVA. Colunas
representam média + erro padrdo. ° representa diferenga significativa entre 0 mesmo grupo em
tempos diferentes. M¢: macrofagos. ° p < 0,05; *° p < 0,01; *° p < 0,001. * representa
diferenga significativa entre grupos diferentes em um mesmo tempo. * p < 0,05; ** p < 0,01.

M¢: macrofago.
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6.2 Ativacdo de macrofagos derivados da medula dssea de camundongos com

diferentes periodos de esquistossomose frente a infeccio por L. amazonensis

Foram dosadas as quimiocinas CXCL2, CCL5, CCL17 e CCL24 no sobrenadante
das culturas de células recuperadas em diferentes fases de infec¢do por S. mansoni, infectadas
ou ndo com L. amazonensis in vitro. Nas condi¢des experimentais descritas, ndo foram
verificados niveis detectaveis de CCL17 em nenhum dos grupos experimentais (dados nao
mostrados).

Macrofagos derivados da medula de camundongos ndo infectados cultivados na
auséncia de promastigota de L. amazonensis também ndo apresentaram niveis detectaveis de
CXCL2 ap6s 24h de cultivo, independente do grupo experimental (figura 12A). Entretanto,
essas células produziram CXCL2 apds 48 e 72 horas. Nesse mesmo periodo de cultura,
também foi possivel quantificar a presenca de CXCL2 no sobrenadante de cultivo de
macrofagos derivados de animais na fase pré-postural da esquistossomose. Pequena
concentragdo de CXCL2 também foi detectada no sobrenadante de cultura de macroéfagos nao
infectados derivados de camundongos cronicamente infectados por S. mansoni e cultivados
por 72 horas; no entanto, nao houve diferenga estatistica entre os grupos experimentais.

Quando macréfagos desses mesmos grupos foram infectados com L. amazonensis
(figura 12B), foi observada uma mudanca drastica no perfil de expressdo de CXCL2. Somente
no obrenadante de cultura de macrofagos derivados da medula de animais com
esquistossomose cronica foi detectada a presenga de CXCL2 em todo o periodo analisado.
Apo6s 72 horas de cultivo, foi verificado que a concentragdo de CXCL2 nos macrofagos
derivados de camundongos com esquistossomose cronica e infectados com L. amazonensis
foi 9,2 vezes maior (79,21 + 23,93 pg/ml) que em macréfagos do mesmo grupo experimental
ndo infectadas pelo protozoario (8,567 + 4,256 pg/ml). Neste mesmo periodo, macrofagos
infectados de todos os grupos experimentais apresentaram niveis detectaveis de CXCL2,
sendo a concentragdo desta quimiocina no sobrenadante de macrofagos derivados de animais
com esquistossomose cronica estatisticamente maior que no sobrenadante de macrofagos do
controle (27,71 + 8,491 pg/ml; p = 0,0105), da fase pré-postural (14,57 £ 9,018; p = 0,0008) e
da fase aguda pds-postural (18,01 + 7,516 pg/ml; p = 0,0017).
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Figura 12: Producdo de CXCL2 por macréfagos derivados de monocito de medula. A:
concentragdes de CXCL2 no sobrenadante de cultura macréfagos ndo infectados com L.
amazonensis. B: concentracdes de CXCL2 no sobrenadante de cultura macréfagos infectados
com L. amazonensis. Os dados foram submetidos ao teste estatistico Two-Way ANOVA.
Colunas representam média + erro padrdo. * representa diferenca significativa entre grupos

diferentes em um mesmo tempo. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. ND: ndo detectavel.

Com relagdo a producdo CCL5 em macrofagos, uma das marcas de ativagdo de
macrofagos M1, foi possivel verificar que células diferenciadas a partir da medula de
camundongos com esquistossomose na fase pré-postural apresentaram producdo de CCLS5
estatisticamente maior que os demais grupos mesmo na auséncia de infeccdo por L.
amazonensis (figura 13A). As concentracdes mais elevadas de CCL5 foram detectadas apos
72 horas de cultivo, sendo que o grupo cronico (194,2 + 17,83 pg/ml) teve concentragdo de
CCLS5 maior que no grupo controle (90,39 + 3,617 pg/ml; p = 0,0135), e os dois foram
menores que no grupo pré-postural (395,5 + 70,38 pg/ml; p < 0,0001). Nesta condi¢ao,
macrofagos derivados de animais com esquistossomose aguda pos-postural apresentaram, em
todos os tempos, as menores concentracdes de CCL5 no sobrenadante das culturas, com
progressiva diminui¢do com o tempo até niveis ndo detectaveis com 72 horas.

A infecgdo por L. amazonensis (figura 13B) estimulou a producdo de CCL5 em
todos os grupos experimentais; entretanto, o perfil de estimulacdo maior no grupo pré-
postural se manteve. Nessa condigdo experimental, ndo foi encontrada diferenca significativa
na concentragdo de CCLS5 entre os grupos com 24 horas de cultivo. Também foi verificado
que a producdo de CCL5 por macrofagos infectados dos grupos controle, agudo e cronico
aumentaram progressivamente de 24 a 72 horas de cultivo, mas sem diferenca estatistica entre
eles. Entretanto, em macrdéfagos derivados de animais com esquistossomose na fase pré-

postural e infectados pelo protozodrio, a concentracdo de CCL5 aumentou significativamente
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a partir de 48 horas de cultivo. Nesse periodo, a producdo de CCLS5 pelos macrofagos
recuperados de animais em fase pré-postural e infectados com L. amazonensis (527,5 + 22,58
pg/ml) foi significativamente maior que em todos os outros grupos (p < 0,0001), chegando a
uma média de 2.7 vezes maior que o controle (193,6 + 15,86 pg/ml). Padrdo semelhante foi
detectado apos 72 h de cultivo, quando macréfagos controle produziram 323,3 + 26,58 pg de
CCL5/ml e macrofagos do grupo pré-postural produziram 467,6 + 64,08 pg de CCL5/ml (p =
0,0026). Nesse mesmo tempo, os macrofagos de animais em fase cronica tiveram niveis

menores de CCL5 que nos sem S. mansoni (205,8 + 44,17 pg/ml; p = 0,0192).
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Figura 13: Producdo de CCL5 por macréfagos derivados de monocito de medula. A:
concentragdes de CCLS5 no sobrenadante de cultura de macrofagos ndo infectados com L.
amazonensis. B: concentragdes de CCL5 no sobrenadante de cultura de macrofagos
infectados com L. amazonensis. Os dados foram submetidos ao teste estatistico Two-Way
ANOVA. Colunas representam média + erro padrdo. * representa diferenca significativa entre

grupos diferentes em um mesmo tempo. * p < 0,05; ** p <0,01; **** p <(0,0001.

CCL24 foi a unica citocina que apresentou niveis detectaveis somente nos
macrofagos ndo infectados por L. amazonensis (figura 14A). Com 24 horas de cultivo,
macrofagos derivados de animais ndo infectados com S. mansoni (32 + 3,363 pg/ml) tiveram
niveis estatisticamente maiores de CCL24 que nos grupos pré-postural (17,24 + 3,422 pg/ml;
p = 0,0264) e cronico (12,46 + 3,576 pg/ml; p = 0,003). No tempo de 48 horas, os grupos
agudo (17,12 + 2,614 pg/ml; p < 0,0001) e cronico (47,52 £+ 5,843 pg/ml; p = 0,0003)
apresentaram concentragdes menores que no grupo controle (69,74 + 2,07 pg/ml). Por fim, 72

horas apo6s a troca de meio, o grupo controle (65,12 + 2,888 pg/ml) apresentou maiores
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concentragdes de CCL24 que no grupo de fase cronica (46,93 + 8,613 pg/ml; p = 0,0064). Os
niveis de CCL24 foram indetectaveis em todos os grupos experimentais com infec¢do por L.

amazonensis (figura 14B).
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Figura 14: Produg¢do de CCL24 por macréfagos derivados de mondcito de medula. A:
concentragdes de CCL24 no sobrenadante de cultura de macrofagos ndo infectados com L.
amazonensis. B: concentragdes de CCL24 no sobrenadante de cultura de macrofagos
infectados com L. amazonensis. Os dados foram submetidos ao teste estatistico Two-Way
ANOVA. Colunas representam média + erro padrdo. * representa diferenca significativa entre
grupos diferentes em um mesmo tempo. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001; **** p <

0,0001. ND: ndo detectavel.

Como outros indicadores de ativagdo de macréfago, foram dosadas as citocinas
IL-10 e TGF-B, que sdao marcas regulatorias, ¢ TNF-a, uma citocina pro-inflamatoria. As
concentragdes de TNF-a foram indetectaveis em todos os grupos pelos métodos utilizados
(dados nao mostrados).

Entre as citocinas de perfil regulatério, ndo foram encontradas diferengas
significativas nas concentragdes de IL-10 de nenhum dos grupos experimentais (figura 15).
Apesar de terem sido observadas pequena queda nas concentragdes dessa citocina entre o

tempo de 48 horas e 72 horas, as diferengas nao foram significativas.
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Figura 15: Produgdo de IL-10 por macréfagos derivados de mondcito de medula. A:
concentragdes de IL-10 no sobrenadante de cultura de macréfagos ndo infectados com L.
amazonensis. B: concentracdes de IL-10 no sobrenadante de cultura de macrofagos infectados
com L. amazonensis. Os dados foram submetidos ao teste estatistico Two-Way ANOVA.

Colunas representam média + erro padrao.

Para TGF- (figura 16), diferencas significativas s6 foram encontradas em células
infectadas com L. amazonensis (figura 16B). Independentemente da fase, os macrofagos
obtidos de todos os grupos infectados por S. mansoni (pré-postural: 809,7 + 148,3 pg/ml;
agudo: 591,6 = 67,72 pg/ml; cronico: 652,5 + 77,48 pg/ml) apresentaram maior producgdo
dessa citocina no tempo de 72 horas em relagdo ao controle ndo infectado por S. mansoni
(126,7 = 73,58 pg/ml). As células deste mesmo grupo também foram as Unicas que tiveram
diminui¢do nos niveis de TGF-B em seus sobrenadantes com a infec¢do in vitro em

comparagdo com células sem L. amazonensis.
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Figura 16: Producdao de TGF-B por macrofagos derivados de mondcitos de medula. A:
concentragdes de TGF-f3 no sobrenadante de cultura de macrofagos ndo infectados com L.

amazonensis. B: concentracdes de TGF-B no sobrenadante de cultura de macrofagos
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infectados com L. amazonensis. Os dados foram submetidos ao teste estatistico teste t de
Student. Colunas representam média + erro padrdo. * representa diferenga significativa entre

grupos diferentes em um mesmo tempo. ** p < 0,01; *** p <0,001.

Nao foi possivel observar entre os grupos experimentais mudancas quanto a
atividade de arginase entre os grupos experimentais (figura 17). Houve aumento, em todos os
grupos, de atividade de arginase a partir de 48 horas em relacdo ao anterior. Nas células ndo
infectadas por L amazonensis, ocorreu um discreto aumento nos grupos de fase aguda e
cronica no tempo de 72 horas comparado ao de 48 horas (figura 17A), enquanto, em células
infectadas, esse leve aumento foi notado nos macrofagos recuperados de animais ndo

infectados ou em fase pré-postural da infec¢do por S. mansoni.
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Figura 17: Atividade de arginase no sobrenadante de macrofagos derivados de mondcitos de
medula. A: atividade de arginase no sobrenadante de cultura de macréfagos nao infectados
com L. amazonensis. B: atividade de arginase no sobrenadante de cultura de macrofagos
infectados com L. amazonensis. Os dados foram submetidos ao teste estatistico Two-Way
ANOVA. Colunas representam média + erro padrdo. * representa diferenca significativa entre

grupos diferentes em um mesmo tempo. * p < 0,05. ND: ndo detectavel.

A diferenca mais marcante encontrada na atividade de arginase foi observada
entre macrofagos infectados e ndo infectados. A infec¢do por L. amazonensis, no tempo de 24
horas, foi responsavel por promover atividade dessa enzima nos grupos controle, pré-postural
e agudo, os quais tiveram niveis indetectdveis no sobrenadante de células ndo infectadas pelo
protozoario.

As concentracdes de 6xido nitrico sdo apresentadas na figura 18. Macrofagos nao

infectados com L. amazonensis (figura 18A) apresentam comportamento diferente quanto a
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esse marcador de inflamagdo em relagdo a células infectadas (figura 18B), tendo estas vindo
ou ndo de animais com S. mansoni. Macrofagos de medula de todos os grupos, tanto de
animais ndo infectados quanto infectados, apresentaram niveis semelhantes de 6xido nitrico

nas primeiras 24 horas.
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Figura 18: Dosagem de nitrito em sobrenadante de cultura de macrofagos derivados de
mondcito de medula. A: dosagem de nitrito no sobrenadante de cultura de macrofagos nao
infectados com L. amazonensis. B: dosagem de nitrito no sobrenadante de cultura de
macrofagos infectados com L. amazonensis. Os dados foram submetidos ao teste estatistico
Two-Way ANOVA. Colunas representam média + erro padrdo. * representa diferenca
significativa entre grupos diferentes em um mesmo tempo. * p < 0,05; ** p < 0,01; **** p <

0,0001.

Quando ndo infectados com L. amazonensis, macréfagos de animais nado
infectados com S. mansoni apresentaram pico de produ¢do de NO com 48 horas de cultura
(7,778 £ 0,5766 uM), a qual diminuiu com 72 horas (3,843 + 0,4184 pM), mas continuou
elevada em relacdo a 24 horas (1,689 + 0,0687 uM; p < 0,0001). Padrdao semelhante foi
seguido por células de animais em fase pré-postural. Nas células de animais com infec¢do
aguda, houve aumento com 48 (2,683 + 0,1492 uM) em relacdo a 24 horas (p < 0,0001), mas
os niveis foram mantidos as 72 horas. Macrofagos derivados de animais em infec¢@o cronica
de S. mansoni e nado infectados por Leishmania, apresentaram aumento progressivo da
produgdo de 6xido nitrico entre 24 e 72 horas.

Comparando os diferentes grupos experimentais, foi observado que, ap6s 48h de
cultivo, a producdo de NO por macrofagos derivados de animais controle (sem
esquistossomose) foi significativamente maior do que em todos os outros grupos ndo

infectados com L. amazonensis (pré-postural: 4,509 + 0,4916 uM; agudo: 2,683 £+ 0,1492 uM;
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cronico: 3,034 + 0,4503 uM; p < 0,0001 para todos). Neste mesmo periodo, macrofagos
derivados de animais com esquistossomose pré-postural tiveram concentragdes de oxido
nitrico menores somente que o grupo controle, mas maiores que os recuperados de animais
em fase aguda (p = 0,0013) e cronica (p = 0,0128), sendo as destes grupos semelhantes entre
si. Quando a medida de NO foi realizada ap6s 72h de cultivo ndo houve diferenga
significativa entre os grupos controle (3,843 + 0,4184 uM) e os de infecg¢do pré-postural
(3,195 £ 0,3837 uM) e aguda (2,923 + 0,1672 uM). A produgdo de 6xido nitrico pelos
macrofagos de animais em fase cronica (4,633 + 0,3207 uM) foi maior que nos grupos pré-
postural (p = 0,0160) e agudo (p = 0,0029).

J& os macrofagos de todos os grupos, quando infectados com L. amazonensis,
tiveram aumento na produgdo de oOxido nitrico as 48 horas de infeccdo, cujos niveis se
mantiveram com 72 horas. Diferentemente das ndo infectadas com L. amazonensis, essas
células ndo apresentaram diferencas significativas entre as fases de infeccao por S. mansoni,
incluindo o controle, no tempo de 48 horas. As 72 horas ap6s a infecgio por L. amazonensis,
a Unica diferenga encontrada foi na concentracio e 6xido nitrico dos macrofagos derivados de
animais com esquistossomose aguda (2,662 + 0,1465 uM) em relagdo aos dos animais ndo

infectados por S. mansoni (3,583 = 0,194 uM; p = 0,0071).
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7 DISCUSSAO

O perfil ativacdo de macréfagos tem sido associado ao seu estado de
susceptibilidade ou resisténcia a infeccdo por parasitos do género Leishmania (INIESTA et
al., 2001; MUKBEL et al., 2007; ALEXANDER & BROMBACHER, 2012; MUXEL et al.,
2018a). A exposicao dessas células a diferentes microambientes induz a ativacao de fendtipos
diferentes, cujas respostas divergem frente a um mesmo estimulo (ERWIG et al., 1998;
MONTAVANI et al., 2004; STOUT et al., 2005; MARTINEZ & GORDON, 2014).

Ao analisar a influéncia que a infec¢do por S. mansoni teria nesse processo, 0O
presente trabalho revelou que macrofagos recuperados de medula dssea de animais na fase
aguda da esquistossomose sdo0 mais permissivos ao crescimento intracelular de L.
amazonensis, sendo que o aumento da susceptilidade destes macréfagos foi acompanhado
por menor produ¢do de 6xido nitrico por essas células. Além disso, macrofagos de diferentes
fases apresentam capacidades alteradas de ativar resposta imune adaptativa devido a alta
producdo de TGF-B, assim como de recrutar outras células imunes para o local de infec¢ao
gracas as mudangas no perfil de produgdo das quimiocinas CXCL2, CCL5 e CCL24.

A maioria dos trabalhos envolvendo coinfec¢do Schistosoma/Leishmania que
avaliaram a susceptibilidade de células a infec¢do in vitro por Leishmania sp., seja em
animais experimentais ou células de humanos, usaram células de compartimentos que nao da
medula 6ssea. O uso de células ja diferenciadas do peritonio (LA FLAMME et al., 2002)
pode nao refletir bem o perfil de células recrutadas para o sitio de infec¢ao por Leishmania sp.
(ROMANO et al., 2017). Esse problema ndo ¢ presente em trabalhos que utilizaram células
dendriticas diferenciadas a partir de monocitos de sangue periférico, que podem representar
um modelo mais fiel ao que ocorre in vivo (LOPES et al., 2014; LOPES et al., 2018; LOPES
etal.,2019).

A medula 6ssea ¢ de enorme importancia para a resposta inflamatoria induzida em
respostas alergicas, resposta a tumores e a propria infec¢do por S. mansoni. (WOOD et al.,
1998; RENDETE et al., 2007; AZEVEDO et al., 2015; SOUZA et al., 2019). Dela originam-
se varios tipos celulares, incluindo linfécitos T, linfocitos B e macrofagos que participam da
formacdo do granuloma hepatico, sendo que monocitos e macrofagos derivados da medula
Ossea apresentam papel importante para regulagdo da resposta granulomatosa na
esquistossomose, modulando o quadro clinico em camundongos (AZEVEDO et al., 2015;
SOUZA et al., 2019).

O diferencial do presente trabalho se dd, portanto, na utilizagdo de macrofagos
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derivados de medula 6ssea. Isso reforca que a influéncia da infeccdo por S. mansoni na
ativacdo dessas células se d4 em um ponto muito antes dessas células atingirem a circulagdo,
aspecto muito importante da biologia e patologia desse parasito, aspecto abordado somente
uma outra vez na literatura (JOSHI et al., 2008). Além disso, estudos em humanos analisaram
a susceptibilidade de células dendriticas de individuos coinfectados a L. braziliensis (LOPES
et al., 2014; LOPES et al., 2018; LOPES et al., 2019), enquanto este trabalho estuda qual a
influéncia da infeccdo por S. mamsoni em macrofagos recém diferenciados, células
extremamente importantes para o ciclo de vida de Leishmania sp. (LAWYER et al., 1990;
ROMANQO et al., 2017), incluindo L. amazonensis, espécie de importancia clinica no Pais
(BARRAL et al., 1991; SCORZA et al., 2017).

Ovos de S. mansoni, cujos antigenos sdo indutores de resposta de perfil Th-2
(OKANO et al., 2001; EVERTS et al., 2009, WHITE & ARTAVANIS-TSAKONAS, 2012),
sdo capazes de induzir alteracdes em células de medula dssea. Joshi ef al. (2008) demonstrou
que a injecdo direta de ovos intraperitoneal e intravenosamente induziu um perfil M2 em
macrofagos diferenciados de mondcitos de medula 6ssea in vitro, com maior expressdao de
F1ZZ-1, ST2, IL-10 e arginase-1, enquanto as expressdes de CCL3, NOS2, TNF-q, IL-12p70,
CXCL2, TLR2, TLR3 e TLR4 foram reduzidas.

Em humanos infectados com L. major, menores niveis de TLR2 e TLR4, assim
como polimorfismos no gene de TLR4, foram encontrados em individuos com lesdes que ndo
cicatrizavam (AJDARY et al., 2011; TOLOUEI et al., 2013). Isso pode sugerir que, a menor
expressao desses receptores em macrofagos induzida por infecgdo com S. mansoni (JOSHI et
al., 2008) também tenha relacdo com o parasitismo nessas cé€lulas ou o desfecho clinico da
leishmaniose tegumentar (KROPF et al., 2004; GUERRA et al., 2010; TOLOUEI et al. 2013;
MUXEL et al., 2018b).

7.1 A infeccao por S. mansoni durante a fase aguda diminui a capacidade de

macrofagos de medula 0ssea de controlarem a infec¢io por L. amazonensis

A infeccdo por S. mansoni, em nenhuma das fases, se mostrou capaz de alterar a
porcentagem de macrofagos infectados in vitro por L. amazonensis, tanto 48 como 72 horas
apos a infecgdo. Esses resultados estdo de acordo com aqueles de La Flamme e colaboradores
(2002), em que a infeccdo de macrofagos peritoneais de animais na fase aguda da
esquistossomose nao os deixou mais nem menos susceptiveis a infec¢do por L. major.

No entanto, deve ser ressaltado que La Flamme et al. (2002) ndo avaliou outros
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parametros parasitologicos, os quais foram avaliados neste trabalho. Ao analisar a carga de
amastigotas nos macréfagos, foi possivel observar que a infeccdo aguda por S. mansoni foi,
sim, capaz de tornar esses macrofagos mais permissiveis. Esse resultado correspondeu ao
esperado, jA que a fase aguda da esquistossomose ¢ caraterizada por uma resposta
prevalentemente Th-2, a qual favorece o crescimento intracelular de Leishmania sp.
(ALEXANDER et al., 2002; DUNNE & COOKE, 2005; HAMS et al., 2013; OLIVEIRA et
al.,2014; SCOTT & NOVALIS, 2016)

Possivelmente, ja que a diferenca foi somente na quantidade de amastigotas por
macrofago, e ndo na porcentagem de células infectadas, essa diferenca ndo se deve a
capacidade do parasito de invadir as cé¢lulas, mas sim a de multiplicar-se dentro delas. Isso ¢
reforcado pelo fato de que, no tempo de 48 horas, ndo houve diferenca significativa entre
outros grupos em nenhum dos pardmetros parasitologicos avaliados. Fenomeno semelhante ja
foi observado, em que a promog¢do de autofagia em macréfagos levou a proliferacdo
intracelular L. amazonensis e L. major, mas ndo da taxa de infec¢do dos macrofagos (DIAS et
al., 2018).

Outro fator que deve ser levado em consideracdo ¢ a forma como os macrdéfagos
utilizados por La Flamme et al. (2002) foram recuperados. A recuperagdo de macrofagos
peritoneais estimulados por ovos de S. mansoni, cujos antigenos excretados e secretados sao
grandes indutores de resposta Th-2 (EVERTS et al, 2009, WHITE & ARTAVANIS-
TSAKONAS, 2012), pode ter afetado o perfil de ativagdo dessas células. O uso de diferentes
esquemas de estimulo para recuperacdo de macrofagos peritoneais ja foi associado a obtengao
de populagdes diferentes de macrofagos, com diferentes padrdes de resposta a um mesmo
antigeno (GHOSN et al., 2010). Macréfagos recuperados de maneiras diversas também
respondem diferentemente a farmacos utilizados para tratamento de Leishmania sp.
(SEIFERT et al., 2010).

O uso de macrofagos derivados da medula 6ssea para estudo de susceptibilidade a
infeccdo por Leishmania sp. se torna principalmente relevante quando sdo considerados
estudos recentes, que mostram que L. major preferencialmente infecta células do sistema
fagocitico mononuclear recém infiltradas e diferenciadas, e ndo macrofagos residentes
(ROMANO et al., 2017). Em outros modelos, como o peritdnio, os macréfagos recuperados
sem estimulacdo s3o majoritariamente residentes, enquanto os estimulados ja& sofrem
alteracdes de seu perfil de ativagdo antes de serem usados nos experimentos (GHOSN et al.,
2010). Desta forma, o uso de macrofagos diferenciados de medula dssea, como no presente

estudo, pode servir como um modelo mais adequado para estudos utilizando essas células.
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Mesmo que niveis de atividade de arginase no sobrenadante de culturas, ainda que
infectadas com L. amazonensis, tenham sido semelhantes entre os grupos, ¢ provavel que essa
ndo seja a principal via pela qual a susceptibilidade de macrofagos ¢ altarada na fase aguda da
infeccdo por S. mansoni. Entretanto, deve ser levado em consideragdo que o método para
dosagem de atividade dessa enzima no sobrenadante pode ndo ser o mais adequado, podendo
ser outros métodos, como dosagem em lisado (INIESTA et al., 2001) ou PCR (JOSHI et al.,
2008), mais precisos em revelar sua importancia no modelo de coinfec¢do utilizado nesse
trabalho.

O aumento expressivo do nimero de amastigotas por macrofagos de animais na
fase aguda da esquistossomose no tempo de 72 horas em relagdo aos outros grupos e ao tempo
de 48 horas pode ser atribuido a menor capacidade desses macrofagos de produzir 6xido
nitrico, toxico para Leishmania sp. (GREEN et al., 1990; LIEW et al., 1991; MUKBEL et al.,
2007). No entanto, as concentragdes de oxido nitrico detectadas em todos os grupos,
relativamente baixas, podem ndo ser capazes de matar as amastigotas (GREEN et al., 1990),
mas serem de indicagdo do perfil de ativagdo dessas células. De outro lado,, ndo se pode
excluir a possibilidade do envolvimento de espécies reativas de oxigénio no controle do
parasito (MUKBEL et al., 2007), apesar de que estas parecem ndo ter relevancia direta no
controle in vivo da infec¢do por L. amazonensis (ROMA et al, 2016).

Quando se comparam os macrofagos de animais ndo infectados com os de
animais em fase pré-postural, foi possivel observar que a infecg¢do por L. amazonensis levou a
menores niveis de NO. A diminui¢cdo de NO em macrofagos infectados por L. amazonensis
acontece de forma independente de IL-4, IL-10 e TGF-f (BALESTIERI et al., 2002). Entre
os mecanismos de evasdo do parasito, estdo a inibi¢do da transcri¢do de iNOS por supressao
de NF-xB p50/50 e indug¢do de deacetilases de histonas, favorecendo o crescimento das
amastigotas, e até mesmo utilizar-se de grandes vactolos parasitdforos para reduzir efeitos do
estresse oxidativo (WILSON et al., 2008; CALEGARI-SILVA et al., 2015; CALEGARI-
SILVA et al., 2018). E possivel, entdio, que L. amazonensis se aproveite desses mecanismos, e
consiga efetua-los de forma mais eficiente em macrofagos durante a fase aguda da infec¢do
por S. mansoni.

Joshi et al. (2008) mostraram que a estimulacdo com ovos de S. mansoni reduziu
a expressio de TLR2 e TLR4 em macrofagos recuperados de medula Ossea.
Lipofosfoglicanos (LPG) de L. major sdo bem estabelecidos como agonistas de TLR2 (DE
VEER et al, 2003), mas seu papel na resposta a L. amazonensis aparenta ser de

susceptibilidade in vivo, mas protetora in vitro (GUERRA et al., 2010; MUXEL et al.,
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2018b). Ja TLR4, além de reducdo da sua expressdo, apresentou respostas diferentes a LPS,
agonista de TLR4, com o aumento da expressdo de arginase em relacdo a células de animais
ndo estimulados (JOSHI et al., 2008). TLR4 também ¢ relacionado a resposta protetora contra
L. major e L. amazonensis, in vitro e in vivo (KROPF et al., 2004; MUXEL et al., 2018b).
Logo, a expressdao diferencial desses receptores e diferencas na suas vias quando da
estimulagdo por ovos de S. mansoni, também pode ser responsavel pelo favorecimento da

proliferacdo do parasito em macrofagos de animais recuperados nessa fase.

7.2 Diferentes fases da infeccio por S. mansoni modulam a capacidade de

macrofagos de induzir resposta adaptativa

Além da expressdo de moléculas efetoras, como Oxido nitrico e arginase, 0s
macrofagos também apresentam grande importancia na indugdo da resposta imune adaptativa
(MANTOVANI et al, 2004; DUQUE & DESCOTEAUX, 2014). Diferentes perfis de
macrofago expressam diferentemente citocinas e quimiocinas, que ativam e recrutam diversas
células, como neutréfilos, eosindfilos, linfocitos B e diferentes subpopulacdes de linfocitos T
(MANTOVANI et al, 2004; DUQUE & DESCOTEAUX, 2014).

Ao contrario do achado em outros artigos (LOPES et al., 2018; LOPES et al.,
2019), a expressao de IL-10 neste trabalho nao foi significativamente alterada pela infeccao
prévia por S. mansoni. Essa divergéncia pode ter sido devido a utilizagdo nesses trabalhos de
células dendriticas diferenciadas de monocitos humanos. Por outro lado, estudo apresentado
por Joshi et al. (2008) também mostra que expressdo de IL-10 em macrofagos derivados de
medula 6ssea foi semelhante entre animais ndo infectados e infectados na fase aguda da
esquistossomose. Entretanto, ¢ importante salientar que macroéfagos ndo sdo os principais
produtores de IL-10 na leishmaniose, sendo células Treg a principal fonte dessa citocina
(SCHWARZ et al., 2013). Em camundongos C57BL/6 deficientes para essa citocina ndo
apresentam diferengas na progressdo da infec¢do por L. amazonensis (JONES et al., 2002).
No entanto, a participagdo de IL-10 e os seus efeitos no desenvolvimento da LTA durante
coinfeccdo com S. mansoni ndo devem ser descartados, haja vista sua importancia no
tratamento (BOURREAL et al, 2001) e em manifestacdbes mais graves da doenca
(BRODSKYN et al., 1997; BACELLAR et al., 2002; FARIA et al., 2005).

De outro lado, foram evidenciadas diferengas nos niveis de TGF- apos em
macrofagos derivados de medula dssea de todos os animais infectados por S. mansoni em

relacdo ao controle, quando estas células por foram infectados L. amazonensis in vitro.
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Nossos dados mostraram que a infec¢do pelo protozoario em macrofagos derivados de
animais com esquistossomose ndo resultou em modulagdo da produ¢do de TGF-f observada
durante a infeccdo de macréfagos derivados de animais sem esquistossomose.

Com o inicio da oviposi¢do de S. mansoni, comega a inducdo de uma resposta de
perfil Th-2 aos ovos do parasito, assim como uma resposta regulatoria, que se torna
predominante na fase cronica da infec¢do, o que promove diferenciagdo de macréfagos em
M2, incluindo M2c, produtores de TGF-f (DUNNE & COOKE, 2005; LAYLAND et al.,
2007; JOSHI et al., 2008; ZACCONE et al., 2009; HAEBERLEIN et al., 2017). Apesar de
virem de um ambiente predominantemente Th-1, os macréfagos de animais de fase pré-
postural apresentaram o mesmo comportamento que os outros grupos infectados quanto a
producdo de TGF-B. Mesmo que os niveis dessa citocina aumentem mais representativamente
na fase cronica da esquistossomose, foi mostrado que a resposta regulatoria, e ndo a resposta
Th-2, ¢ a principal responsavel pela modulacdo da resposta Th-1 na fase pré-postural
esquistossomose, sendo também desenvolvida durante esse inicio da infec¢do (HESSE et al.,
2004). Além disso, TGF-B desempenha papeis na maturagdo sexual tanto de machos quanto
de fémeas de S. mansoni, apresentando importancia ainda na fase pré-postural da infec¢do no
hospedeiro vertebrado (OSMAN et al., 2006; GALANTI et al., 2012; LEUTNER et al.,
2013). Como TGF-B ¢ uma citocina de grande importancia para inducdo de resposta
regulatoria, seus niveis aumentados em todos os grupos, independentemente da fase de
infeccdo de S. mansoni, podem levar & maior producao de IL-10 por outros tipos celulares que
ndo macréfagos no sitio de infeccdo por L. amazonensis (LAYLAND et al, 2007,
ZACCONE et al., 2009; HAEBERLEIN et al., 2017). Como possivel consequéncia, ja foi
relatado que a maior expressdo de IL-10 em lesdes de individuos com LTA sao
correlacionados a falha terapéutica (BOURREAU et al., 2001).

Por outro lado, TNF-a, uma citocina que apresenta papel na ativagao classica de
macrofagos, € associada ao controle da infeccdo e desenvolvimento de lesdes cutaneas (LIEW
et al., 1990; POLARI et al., 2019). Quanto aos niveis indetectaveis de TNF-a em todos os
grupos analisados, conforme também foi visto por Joshi ef al. (2008), apesar de ndo
permitirem muitas suposigdes, ¢ necessario destacar que essa citocina ndo aparenta ser tao
importante para o controle da carga parasitaria de L. amazonensis em macrofagos quanto ¢
para de outras espécies, como L. major e L. (L.) infantum (LIEW et al., 1990; CARMO et al.,
2010).
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7.3 A expressiao de quimiocinas e capacidade de macrofagos em recrutar

células sdo modificadas durante a infecclio por S. mansoni

Para a leishmaniose, quimiocinas sdo essenciais para o desenvolvimento de
resposta imune efetiva pelo recrutamento de leucdcitos para o sitio de infec¢do (TEIXEIRA et
al., 2006). Neste trabalho, a expressao de quimiocinas também apresentou diferencas entre as
fases de infec¢ao de S. mansoni. CXCL2, CCL5 e CCL24 tiveram seus niveis alterados entre
os grupos, enquanto CCL17 ndo foi detectdvel em nenhuma das amostras.

Os niveis de CXCL2 variaram bastante, tanto entre as fases da infeccao de S.
mansoni em quais as células foram recuperadas, como quando foram infectadas com L.
amazonensis. Como esperado por ser expressa em ambientes pro-inflamatdrios, seus niveis
mais altos em células foram detectados em macréfagos vindos de animais nao infectados ou
na fase pré-postural (JI et al., 2003; MANTOVANI et al., 2004). Animais deficientes para IL-
10 e IL-4 apresentam niveis maiores dessa quimiocina quando infectados por L. major, o que
explica sua deteccdo, baixa e em um unico momento, em macréfagos de fase cronica, e sua
ndo detecgdo em nenhum tempo em macrofagos de fase aguda (JI ef al., 2003; PEARCE et
al., 2004; DUNNE & COOKE, 2005).

Durante a infeccdo por L. amazonensis, ocorre pequena e tardia producdo de
CXCL2 quando comparada a L. major, e sua producdo aumenta com transferéncia de
linfocitos Th-1 para animais infectados com L. amazonensis (JI et al., 2003). No presente
trabalho, a infec¢do L. amazonensis promoveu redugdo dos niveis dessa quimiocina, tendo
expressdao em todos os grupos somente no tempo de 72 horas.

CXCL2 ¢ responsavel, principalmente, pelo recrutamento de neutrofilos, as
primeiras células a infiltrarem no local de infec¢do de Leishmania sp. (VAN ZANDBERGEN
et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005; PETERS et al., 2008; ROMANO et al., 2017). Os papeis
dessas cé¢lulas na leishmaniose sdo varios, dependendo da espécie de Leishmania e da fase da
infeccdo (VAN ZANDBERGEN et al., 2004; MANTOVANI et al., 2004; TEIXEIRA et al.,
2005; PETERS et al., 2008; CARLSEN et al., 2015; REGLI et al., 2017; ROMANO et al.,
2017).

Nos momentos iniciais da infec¢dao, de acordo com o modelo de cavalo-de-Troia,
neutrofilos podem servir de células hospedeiras intermediarias para L. major, albergando
promastigotas até a infiltracdo de monocitos inflamatérios, principal célula hospedeira do
protozoario (VAN ZANDBERGEN et al., 2004; PETERS et al., 2008; ROMANO et al.,

2017). A infeccdo destas células ¢ favorecida pela fagocitose de neutrofilos em fases iniciais
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de apoptose, facilitando a infec¢do pela inibi¢do da ativagdo classica de macrofagos, o que
cria um ambiente favoravel ao crescimento do parasito (VAN ZANDBERGEN et al., 2004;
AFONSO et al., 2008). Afonso et al. (2008) mostraram que, assim como a fagocitose de
neutrdfilos apoptdticos infectados favorece o estabelecimento de L. major dentro de células
do sistema fagocitico mononuclear (VAN ZANDBERGEN et al., 2004), a interagdo entre
neutrdfilos apoptdticos com macrofagos infectados favorece o crescimento de L. amazonensis
quando j& dentro destas células. Além disso, amastigotas de L. amazonensis sdo mais
resistentes a eliminagdo por neutréfilos (CARLSEN et al., 2013).

No entanto, promastigotas de L. amazonensis parecem ndo interagir com
neutrofilos da mesma forma, sendo mais susceptiveis ao controle exercido por esse tipo
celular (CARLSEN et al., 2013; GUIMARAES-COSTA et al., 2014; TAVARES et al.,
2014). Assim, na infec¢do por L. amazonensis, neutrofilos apresentam um papel protetor,
auxiliando no controle da carga parasitdria e limitando desenvolvimento de lesdes durante as
primeiras semanas (SOUSA et al., 2014). A interacdo de neutréfilos com macrofagos
infectados, por meio de secrecdes como elastase neutrofilica e fator de ativagdo plaquetaria,
diminui a carga parasitaria de L. amazonensis, evidenciando func¢io de neutréfilos no controle
do parasito quando ja nas células do sistema fagocitico mononuclear (CARMO et al., 2010).

Curiosamente, nossos dados mostram que apds a infeccdo por L. amazonensis,
macrofagos derivados de animais em fase crOnica da esquistossomose apresentaram niveis
elevados de CXCL2 em todos os tempos observados. Em um primeiro momento, levando em
consideragdo o exposto aqui, isso pode indicar um favorecimento no controle do protozoario
nesse momento da infec¢do por S. mansoni. No entanto, outros fatores do microambiente
devem ser levados em consideracdo, pois os neutréfilos também apresentam interacdes
prejudiciais para o hospedeiro durante a infec¢do por L. amazonensis.

Fridlender et al., (2010), em modelos tumorais, mostraram que as populagdes de
neutrdfilos recrutadas na presenga de TGF-f tém um fendtipo favordvel ao crescimento de
tumores, que produzem baixos niveis de espécies reativas de oxigénio e inibem a atividade
citotoxica de células T CD8". Com a alta producio dessa citocina por macréfagos recuperados
na fase cronica infectados com L. amazonensis, € possivel que, em um microambiente com
altos niveis de TGF-f e CXCL2, os neutrofilos recrutados favoregam o crescimento do
parasito (FARIA et al., 2009; NOVAIS & SCOTT, 2015). No entanto, mais estudos sdo
necessarios para verificar o perfil dos neutréfilos recrutados nesse caso.

Além do mais, o proprio recrutamento de neutréfilos por CXCL2 pode ser afetado

de acordo com o ambiente inflamatério. Em um ambiente predominantemente regulatorio,
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como na infecc¢do cronica por S. mansoni, hd menor producao de citocinas pro-inflamatorias,
como IFN-y (DUNNE & COOKE, 2005; TAYLOR et al, 2006). Sendo a expressdo de
CXCR2, receptor de CXCL2, dependente de IFN-y, uma baixa producdo dessa citocina
acarreta menor expressao do receptor em neutréfilos (LIMA ef al., 2017). A baixa expressao
de CCLS5 e altos niveis de TGF-B na fase cronica, indicando uma menor eficiéncia no
recrutamento de células Th-1 e na inducdo de resposta pro-inflamatéria, corroboram essa
hipotese.

Outro fator a ser considerado ¢ que CXCL2 ¢ uma quimiocina relacionada a
angiogénese em tumores (TOULZA et al., 2005). Como consequéncia de obstrug¢do de vasos
e hipertensdo portal, parte da patologia da esquistossomose ¢ relacionada a formagdo de
circulagdo colateral, levando a complicagcdes como varizes esofagianas, hematémese, ascite e
hemorragia (RICHTER et al., 1998; ANDRADE & SANTANA, 2010; GRYSEELS, 2012).
Portanto, ndo se pode ignorar os efeitos que a coinfeccdo in vivo teria também sobre a clinica
da propria esquistossomose, ja que L. amazonensis também ¢é encontrada no figado em alguns
modelos experimentais, e j& foram relatados alguns casos dessa espécie causando
manifestagdes viscerais em humanos (BARRAL et al., 1991; CELESTE et al., 2017; DE
SOUZA et al., 2018).

Ja a expressdao de CCLS5 correspondeu ao esperado, principalmente levando em
consideracdo as células recuperadas de animais em fase pré-postural, pois a resposta
predominantemente Th-1 levaria a diferenciacdo para M1, produtores dessa quimiocina
(MENSON & WILSON, 1989; MANTOVANI et al., 2004; DUNNE & COOKE, 2005).
CCLS5 ¢ detectavel no soro de individuos infectados com S. mansoni mesmo apds o periodo
pré-patente (CASTRO et al., 2018), assim como foram encontrados niveis dessa citocina no
sobrenadante de macrofagos ndo infectados de fase cronica em todos os tempos e em fase
aguda, a ndo ser no tempo de 72 horas. Concentragdes mais elevadas de CCLS5 sdo
encontradas no soro de humanos em fase cronica com alta carga parasitaria em comparacgao a
ndo infectados (FALCAO et al., 2002), assim como visto com 72 horas de infeccao.

Nossos dados mostraram que, apds a infeccdo com L. amazonensis, houve
aumento da expressdo de CCL5 em macréfagos de praticamente todos os grupos, sendo esse
aumento mais proeminente apds 48 h de cultivo. De acordo, L. major induz a expressdo de
CCLS5 nos momentos iniciais da infecgdo em camundongos, com consequente recrutamento
de células CCRS" (MATTE & OLIVER, 2002). Alta producdo dessa quimiocina também tem
sido associada a resisténcia a L. major em camundongos CS57BL/6, assim como,

comparativamente, a menor expressdo ou bloqueio dessa quimiocina ¢ relacionada a
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diminui¢do da capacidade de montar uma resposta de perfil Th-1 e maior susceptibilidade a
infec¢do por L. amazonensis (J1 et al., 2003; SANTIAGO et al., 2004).

Em lesdes de LTA, CCLS também aparenta ter relagdo com manifestagdes
clinicas. Apesar de ndo ter relagdo direta, menor infiltrado de células positivas para seu
receptor, CCRS5, ¢ encontrado em individuos com LCDA em comparagdo a lesdes de LCL,
sendo aquela uma forma grave e de dificil tratamento, marcada por anergia a Leishmania sp.
(RITTER et al., 1996; CALVOPINA et al., 2006; ZERPA et al., 2007; CAMPANELLI et al.,
2010; CANEDA-GUZMAN et al., 2014). A maior expressdo de CCL5 em células infectadas
por L. amazonensis na fase pré-postural, pode levar ao recrutamento de células Th-1, T CD8"
e NK, de grande importancia para a resposta adaptativa e produtoras de citocinas pro-
inflamatorias, acarretando um melhor controle da infec¢do, mas também maior inflamagao e
dano tecidual (BELKAID et al., 2002b; MANTONVANI et al., 2004; FARIA et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2011; PRAJEETH et al., 2011; NOVALIS et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2014). Da mesma forma, macrofagos recuperados de animais em fase cronica apresentam
menores niveis dessa quimiocina em relagdo ao controle, o que pode levar a uma pior resposta
ao parasito a mais longo prazo (RITTER et al, 1996; CAMPANELLI et al., 2010;
CANEDA-GUZMAN et al., 2014; SCORZA et al., 2017).

Interessantemente, nas células ndo infectadas com L. amazonensis, CCL24
apresentou sempre niveis inferiores nos macrofagos de animais na fase aguda em comparacdo
aos outros grupos. Tal diferenca ndo era esperada, pois essa quimiocina, também conhecida
como eotaxina-2 e expressa predominantemente por macrofagos M2a, ¢ responsavel pelo
recrutamento de eosindfilos, que compdem boa parte do granuloma nessa fase, além de
basofilos e linfécitos Th-2 (MANTOVANI et al., 2014; HAMS et al., 2013).

A infec¢cdo por L. amazonensis nessas células evidenciou que todos os grupos
respondem da mesma forma quanto a expressdo de CCL24, levando sua producdo a niveis
indetectaveis. Apesar de serem poucos os relatos na literatura sobre o papel de CCL24 na
leishmaniose (MENEZES-SOUZA et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2013), o papel de
células Th-2, principalmente pela secre¢do de IL-4 e IL-13, promovendo a diferencia¢do de
macrofagos em M2a, ¢ bem estabelecido como favoravel a multiplicacdo do parasito
(ALEXANDER et al., 2002; MANTOVANI et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2014; SCOTT &
NOVALIS, 2016).

Em contrapartida, maior expressdo de CCL24 ja foi associada com menores
cargas parasitarias de L. infantum em caes (MENEZES-SOUZA et al., 2013). Além do mais,

linhagens de camundongos resistentes a infec¢do por L. amazonensis apresentam infiltrado
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eosinofilico maior do que em linhagens susceptiveis (CARDOSO ef al., 2010). Apesar de
serem capazes de matar promastigotas de Leishmania sp., ainda sdo poucas as evidéncias que
eosinéfilos tenham alguma participacdo no controle de amastigotas dentro de macréfagos
(GRIMALDI et al., 1984; WATANABE et al., 2004).

Sendo BALB/c uma linhagem susceptivel a infec¢do por L. amazonensis (SCOTT
& NOVAIS, 2016), ¢ de esperar-se baixos niveis de CCL24 produzidos por macrofagos
infectados. Por um lado a supressdo da producdo de CCL24 em macréfagos infectados pelo
protozoario pode ser uma maneira das células hospedeiras prevenirem o recrutamento de
linfocitos Th-2, que podem favorecer o crescimento do parasito. Alternativamente, L.
amazonensis pode ter evoluido para evitar o recrutamento de eosinofilos para o local da
infeccdo, a fim de evadir seus efeitos prejudiciais, mesmo que isso signifique ndo tirar
proveito, por essa via, de linfocitos Th-2. Infelizmente, ndo € possivel fazer inferéncias, neste
trabalho, sobre outras vias para recrutamento dessas células, pelo fato de ndo ter sido

detectada CCL17 nas amostras.
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8 CONCLUSAO

Um resumo das consequéncias de diferentes fases da infeccdo por S. mansoni na
resposta de macrofagos derivados de medula dssea a L. amazonensis pode ser visto na figura
19. Os resultados deste trabalho suportam a hipotese de que a infecgdo de S. mansoni é capaz
de alterar a maturacdo de macrofagos desde sua origem na medula 6ssea, o que leva a perfis
diferentes de resposta e susceptibilidade a L. amazonensis 1ogo nos momentos iniciais da

infecc¢ao.

A B

NO Arg NO Arg

CXCL2 IL-10 CXCL2 IL-10

CCL5 < " TGF-B 1CCL5 1 TGF-B

C D
INO Arg NO Arg

CXCL2 IL-10  TCXCL2 IL-10

CCL5 T TGF-B 1 CCL5 1 TGF-B

Figura 19: Resumo da producdo diferencial de moléculas efetoras, citocinas e quimiocinas,
bem como numero de amastigotas no tempo de 72 horas apds infec¢do por L. amazonensis,
em macrofagos diferenciados de medula 6ssea em diferentes fases de infec¢do por S.
mansoni. A: macréfago de controle ndo infectado. B: macrofago de animal em fase pré-
postural. C: macrofago de animal em fase aguda. D: macréfago de animal em fase cronica.
Setas indicam maior (a) ou menor (¥) produ¢do em comparacdo ao controle ndo infectado

(A). NO: 6xido nitrico. Arg: arginase. Fonte: elaborada pelo autor.

As alteragdes na maturagdo de macréfagos sofridas durante a fase pré-postural da
esquistossomose fazem com que essas células tenham um feno6tipo ndo totalmente M1, mas
mais pro-inflamatorio que nas outras fases. Isso se da pelo aumento dos niveis de CCL5 e
pela manutencdo de niveis altos de TGF-.

Durante a fase aguda da infec¢do por S. mansoni, foram notadas as mudangas
mais imediatas na capacidade de responder a L. amazonensis. Essas células permitiram maior

proliferacdo intracelular de amastigotas, provavelmente devido a reducdo da producdo de
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6xido nitrico. Como os niveis de outros marcadores de M2, como atividade de arginase e IL-
10, continuam semelhantes ao controle, ¢ capaz que essas células tenham sua polarizagdo para
M1 dificultada frente a infec¢do por L. amazonensis, mais do que propriamente uma
polarizagdo para M2.

J& na fase cronica, apesar do niimero de amastigotas ndo ter sido maior em
comparac¢do ao controle, ndo ¢ possivel descartar efeitos a longo prazo que possam favorecer
L. amazonensis. O nivel elevado de TGF-f e baixo de CCLS5 indicam que essas células podem
ndo ser eficientes quando se trata de montar uma resposta Th-1, o que pode permitir a

proliferacdo do protozoario.



73

9 CONSIDERACOES FINAIS

Diferentes fases da infeccdo por S. mansoni influenciam de forma diferente na
maturagdo de macréfagos a partir de seus precursores na medula 6ssea. Cada uma dessas
populacdes de macrdéfagos responde de forma diferenciada a infec¢do in vitro por L.
amazonensis, o que pode levar a diferentes desfechos clinicos de LTA na coinfec¢do por esses
parasitos. Sendo assim, este trabalho destaca ainda mais a importincia do estudo de
coinfecgoes.

Apesar deste estudo oferecer uma nova visdo sobre as consequéncias da infec¢@o
por S. mansoni no parasitismo de L. amazonensis, muito ainda precisa ser esclarecido. Os
mecanismos pelos quais S. mansoni afeta a maturacdo de células do sistema fagocitico
mononuclear ainda na medula ¢ssea permanecem a ser desvendados, assim como quais sao as
alteracdes sofridas por essas células, gerando os fenotipos aqui observados.

Experimentos in vivo podem oferecer uma visdo mais ampla e fiel dos processos
aqui descritos, assim auxiliando na elucidacdo de mecanismos pelos quais a infec¢do por S.
mansoni afeta o desenvolvimento de macrdéfagos e que efeitos isso tem no parasitismo e
morbidade causda por L. amazonensis a longo prazo. De forma semelhante, seria interessante
averiguar como a infec¢do por S. mansoni afeta outras espécies de Leishmania de relevancia
clinica no Pais, como L. braziliensis e L. infantum. Além disso, sdo poucos os estudos que
abordam a influéncia da infeccdo por Leishmania sp. na biologia de S. mansoni, o que

também vale ser explorado.
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