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RESUMO

Esquistossomose e leishmanioses sdo doencas de grande impacto com de areas de transmissao
em comum. Porém, sdo poucos 0s estudos sobre areas de ocorréncia e possiveis impactos das
coinfeccdes Schistosoma-Leishmania. Existem indicios de que a coinfec¢éo cause piora clinica,
afete a resposta imune e reduza a eficicia dos tratamentos. Assim, o presente trabalho visa
identificar regides coendémicas para esquistossomose e leishmaniose tegumentar e avaliar 0s
efeitos da infec¢do prévia por S. mansoni na imunopatogénese e parasitismo de L. amazonensis.
Para determinar paises onde coinfeccdes Schistosoma-Leishmania podem ser mais provaveis,
montou-se um mapa de endemicidade global com base no The Global Health Observatory de
2022. Quarenta paises foram coendémicos, 23 dos quais tém altas taxas de transmissdo de
esquistossomose. Para andlise regional, um estudo ecoldgico foi realizado com casos
confirmados de leishmaniose tegumentar e esquistossomose registrados nas bases de dados do
SINAN e no SISPCE em Minas Gerais entre 2013 e 2017, utilizando anélises de indicadores
de associacdo espacial. Analises de correlagdo espacial entre as duas doencas identificaram 61
municipios como agrupamentos de alta incidéncia conjunta, principalmente na microrregido de
Caratinga. Este estudo possibilitou chamar atencao para areas com maior potencial coendémico,
as quais devem ser destinados mais esforcos de autoridades sanitarias. Ja para avaliar os
impactos da coinfecgdo experimental, foram utilizados camundongos BALB/c coinfectados
com L. amazonensis ap6s 8 semanas de infec¢do por S. mansoni. Peso, espessura da pata e
mortalidade foram avaliados por 10 semanas pds-coinfec¢do, e érgdos foram coletados para
analise. A coinfec¢do induziu agravamento da hepatomegalia, assim como menor espessura de
lesdo e maior carga parasitaria de L. amazonensis. Em homogenato de pata e cultura de
linfonodo popliteo de animais coinfectados, houve manutengdo de citocinas de perfil Thl e
aumento de IL-5 e IL-10 em relagcdo aos somente com leishmaniose. Histopatologia de pata
revelou que a coinfeccdo provocou areas de necrose maiores e em maior numero com
amastigotas mais abundantes. Para melhor descrever a funcdo de macrdfagos, células
peritoneais de camundongos sadios ou com 8 semanas de infecgdo por S. mansoni foram
transferidas para camundongos infectados por L. amazonensis, ambas reduzindo similarmente
a espessura das lesdes em compara¢do ao controle. Logo, a infec¢do prévia por S. mansoni é
capaz de alterar o microambiente imune no local de infec¢do por L. amazonensis, causando

maior perda tecidual e maior proliferacdo de amastigotas, assim como piora da doenca hepatica.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni; Leishmania amazonensis; coendemicidade;

imunopatologia.



ABSTRACT

Schistosomiasis and leishmaniasis are two highly important diseases with overlapping
transmission areas. However, there are only a few studies approaching the occurrence and
possible impacts of Schistosoma-Leishmania co-infections. There is evidence that this co-
infection leads to worse clinical outcomes, affects the immune response, and reduces treatment
effectiveness. Therefore, the present study aims to identify regions co-endemic for
schistosomiasis and tegumentary leishmaniasis and evaluate the effects of the previous S.
mansoni infection on the immunopathogenesis and parasitism of L. amazonensis. To determine
countries where Schistosoma-Leishmania co-infections are more likely to occur, an endemicity
map was constructed based on data from The Global Health Observatory in 2022. Forty
countries were considered co-endemic, 23 of which presented high level of schistosomiasis
transmission. For a regional analysis, an ecological study using analyses of indicators of spatial
association was conducted on confirmed cases of tegumentary leishmaniasis and
schistosomiasis in Minas Gerais, between 2013 and 2017, obtained from SINAN and SISPCE
databases. Spatial correlation analyses between the two diseases identified 61 municipalities as
having concomitantly high incidences, particularly in the Caratinga microregion. This study
allowed the identification of areas with a higher potential for co-endemicity, towards which
health authorities should direct their efforts. To evaluate the impacts of the experimental co-
infection, BALB/c mice were co-infected with L. amazonensis 8 weeks after S. mansoni
infection. Weight, footpad thickness and mortality were evaluated weekly for 10 weeks post-
co-infection, and organs were harvested for analysis. The co-infection induced a more
pronounced hepatomegaly, as well as less footpad swelling with higher L. amazonensis parasite
load. In footpad homogenate and popliteal-lymph node cell culture of co-infected mice, Thl
cytokine levels were maintained, and IL-5 and IL-10 concentrations were increased in relation
to mice with only leishmaniasis. Histopathological analysis of footpads revealed larger and
more numerous areas of necrosis in co-infected mice, along with more abundant amastigotes.
To better describe macrophage function, peritoneal cells from non-infected mice and mice 8
weeks post-S. mansoni infection were transferred to mice infected with L. amazonensis, both
reducing lesion thickness compared with the control. Therefore, the previous infection with S.
mansoni can alter the immune microenvironment in the L. amazonensis infection site, leading

to increased tissue loss and amastigote proliferation, as well as worsening liver disease.

Keywords:  Schistosoma  mansoni; Leishmania  amazonensis;  co-endemicity.

immunopathology.
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1 INTRODUCAO

Pela definicdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doengas tropicais
negligenciadas (DTNSs) s&o um grupo de enfermidades que afetam mais de 1,7 bilh&o de pessoas
todos os anos, principalmente as populagcBes mais vulneraveis em regiGes tropicais e
subtropicais, expostas a patdgenos, assim como seus vetores e reservatorios (WHO 2020,
2021a). Entre elas, destacam-se a esquistossomose e as leishmanioses, que muito afetam a

populacéo brasileira (Martins-Melo et al. 2016, 2018).

A esquistossomose, uma doenga causada por infeccdo com trematddeos do género
Schistosoma, é endémica em 78 paises e causou, em 2016, 2,5 milhdes de anos de vida ajustados
por incapacidade (DALYs — disease adjusted life years) (WHO 2021a, 2023). Dos paises
endémicos, 50 paises necessitam de quimioterapia preventiva para tratamento em massa para
esquistossomose, totalizando 241,3 milhdes de pessoas (WHO 2021b, 2023). Das espécies que
infectam humanos, somente S. mansoni ocorre na América, S. japonicum e S. mekongi afetam
partes do Leste e Sudeste Asiatico, enquanto a Africa e o Oeste Asiatico sdo afligidos por S.
mansoni, S. haematobium e S. intercalatum, sendo a Africa Subsaariana a regio mais afetada
(Weerakoon et al. 2015).

Ja as leishmanioses sdo um conjunto de doencas causadas pelos protozoarios do género
Leishmania, sendo divididas entre manifestacdes que envolvem pele e mucosas, a leishmaniose
tegumentar, ou 6rgaos internos, a leishmaniose visceral. A leishmaniose tegumentar, causada
por espécies como L. braziliensis, L. amazonensis e L. major (Scott & Novais 2016, Scorza et
al. 2017), é endémica em 90 paises, e 205.986 casos foram registrados em 2022, sendo a
Ameérica a segunda regido do globo mais afetada, concentrando 18,4% destes casos (WHO
2020, Ruiz-Postigo et al. 2023). A leishmaniose visceral, causada por agentes etiolégicos como
L. infantum e L. donovani (Lukes et al. 2007), € endémica em 80 paises, com 12.842 casos no
mundo em 2022, 14,3% dos quais ocorreram na América (WHO 2020, Ruiz-Postigo et al.
2023).

Sendo a esquistossomose e as leishmanioses doencas negligenciadas de ocorréncia
simultanea em diversos locais do mundo, ndo € surpreendente que coinfec¢Ges ocorram. No
Brasil, existem relatos de coinfec¢des por S. mansoni e espécies dermotropicas de Leishmania
spp. em quatro estados brasileiros: Bahia (O’Neal et al. 2007), Rio de Janeiro (Azeredo-
Coutinho et al. 2016), S&o Paulo (Gregorio et al. 2019) e Minas Gerais (Miranda et al. 2021).
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Além do mais, o fato das duas doengas serem imunopatologias (Hesse et al. 2004, Dunne &
Cooke 2005, Scott & Novais 2016, Scorza et al. 2017) levanta a possibilidade de que o ambiente
inflamatorio causado por uma afete o balanco da resposta contra a outra, modificando o curso

dessas infecg¢des. Contudo, ainda resta muito a ser esclarecido sobre os efeitos dessa coinfecgao.

Estudos em humanos indicam que infeccdes helminticas, incluindo a esquistossomose,
induzem diminuigdo da eficicia do tratamento da leishmaniose tegumentar e aumento da
frequéncia de recidivas mesmo apdés tratamento anti-helmintico (O’Neal et al. 2007, Unger et
al. 2009, Newlove et al. 2011, Azeredo-Coutinho et al. 2016, Gregorio et al. 2019). Esses
eventos negativos possivelmente estdo atrelados a alteragdes na resposta imune tipica a
leishmaniose em individuos coinfectados, nos quais hd aumento de indicativos de respostas do
tipo 2 e regulatorias, que favorecem a proliferacdo de Leishmania spp. (O’Neal et al. 2007,
Bafica et al. 2011, 2012, Lopes et al. 2014, 2018, 2019).

Estudos em modelos experimentais também tém contribuido para elucidar as alteracdes
que ocorrem na coinfeccdo Schistosoma-Leishmania. Apesar de alguns trabalhos relatarem
auséncia de alteracdo nas lesdes cutaneas de animais infectados simultaneamente por S.
mansoni e L. major (Yoshida et al. 1999, Khayeka—Wandabwa et al. 2013), a infecg¢do por S.
mansoni encurtou o tempo para o aparecimento de lesées de L. mexicana em camundongos
ndo-isogénicos (Coelho et al. 1980), retardou a resolucdo de lesbes de L. major em
camundongos C57BL/6 (la Flamme et al. 2002) e levou a maiores lesbes de L. major nas patas
de camundongos BALB/c (Yole et al. 2007). Quanto a resposta imune, células de linfonodo
popliteo e macrdfagos peritoneais de animais infectados por S. mansoni apresentaram menor
capacidade de controlar L. major devido a baixa producdo de oxido nitrico (la Flamme et al.
2002).

A maioria dos artigos de coinfeccédo por Schistosoma-Leishmania publicados até agora
foi realizada com L. major e L. braziliensis (la Flamme et al. 2002, Yole et al. 2007, Bafica et
al. 2011, 2012, Lopes et al. 2014, 2018, 2019). Como a resposta imune e doenca pode diferir
muito entre espécies de Leishmania (Scott & Novais 2016, Scorza et al. 2017), é importante
gue outras espécies de Leishmania sejam investigadas. Atualmente, apesar de L. amazonensis
ser o principal agente etiologico de uma das formas mais graves de leishmaniose tegumentar, a
leishmaniose cutanea difusa (Barrientos 1948, Barral et al. 1991), apenas um trabalho avaliou
impacto da esquistossomose sobre essa espécie, indicando maior carga de L. amazonensis em
camundongos C57BL/6 (Thorstenberg et al. 2024).



20

Portanto, neste estudo, inicialmente, utilizou-se andlise espacial para identificar regides
possivelmente coendémicas para esquistossomose e leishmaniose tegumentar. Em seguida,
foram investigadas, em modelos experimentais, alteracdes na resposta imune causadas pela
infeccdo por S. mansoni que possam resultar em mudancgas na patogénese e parasitismo de L.
amazonensis. Para isso, este trabalho foi estruturado em um referencial teérico geral sobre o
tema, seguido de dois capitulos, o primeiro sobre as analises espaciais, e 0 segundo acerca das

coinfeccdo em modelos experimentais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A denominacdo de DTNs engloba um grupo de enfermidades que impactam mais de 1
bilhdo de pessoas mundialmente, principalmente populacfes vulneraveis e marginalizadas de
regides tropicais e subtropicais (WHO 2020). No Brasil, a esquistossomose e as leishmanioses
figuram, respectivamente, em segundo e quinto lugar de DTNs com maior impacto na saude da
populacdo (Martins-Melo et al. 2018). Juntas, essas doengas foram responsaveis, somente no
ano de 2016, por 143.226,7 DALY no Pais (Martins-Melo et al. 2018).

2.1 A esquistossomose

Causada pelos trematddeos do género Schistosoma, a esquistossomose é uma doenca
parasitaria endémica em 78 paises (figura 1), dos quais 50 requerem quimioterapia preventiva
como forma de controle (WHO 2023). Estima-se que, em 2016, a esquistossomose tenha
causado, aproximadamente, 24 mil mortes e 2,5 milhdes de DALYs mundialmente (WHO
2020).

A Africa corresponde ao continente mais afetado pela esquistossomose, com estimativa
de 166 milhdes de pessoas infectadas, sendo a Nigéria o pais com maior prevaléncia no mundo
(Aula et al. 2021). No Brasil, a esquistossomose € a segunda principal DTN em morbidade e
mortalidade (Martins-Melo et al. 2014b, 2016, 2018, Pinheiro et al. 2020). Segundo a OMS, o
Brasil ainda apresenta areas onde o controle da esquistossomose deveria utilizar quimioterapia
preventiva; entretanto, ndo houve campanhas de tratamento no ano de 2022, e apenas 3.800
pessoas receberam tratamento direcionado para esquistossomose nesse ano (WHO 2023). O
altimo Inquérito Nacional de Prevaléncia da Esquistossomose mansoni € Geo-helmintoses
(Katz 2018) indicou que 0,99% da populacédo analisada foi positiva para S. mansoni a partir da

analise de duas laminas de Kato-Katz de uma amostra de fezes.

A esquistossomose humana € causada por seis espécies de Schistosoma: S.
haematobium, S. japonicum, S. mekongi, S. guineensis, S. intercalatum e S. mansoni, sendo que
apenas S. haematobium causa esquistossomose urogenital, enquanto as outras espécies causam
a forma intestinal da doenca (Gryseels 2012, Colley et al. 2014, Weerakoon et al. 2015). Das

espécies que parasitam o ser humano, S. mansoni € a unica que se estabeleceu e é transmitida
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em paises endémicos localizados no continente americano (Piraja da Silva 1909, Weerakoon et
al. 2015, WHO 2022).

S. mansoni

= S. haematobium

™ S. japonicum
m S. mansonie

S. haematobium
™ S intercalatum
w S. mekongi

Figura 1. Distribuicdo global de espécies do género Schistosoma causadoras de esquistossomose em
humanos. Fonte: Adaptado de Weerakoon et al. 2015.

Atualmente, o controle da esquistossomose enfrenta varios desafios. Existem relatos de
baixa eficacia do tratamento em &reas endémicas, principalmente na Africa (Stelma et al. 1995,
Ismail etal. 1996, Melman et al. 2009). A hibridizacdo entre diferentes espécies de Schistosoma
spp., como S. haematobium e S. bovis, pode permitir a colonizagdo de novos ambientes pelo
parasito, aumentando a sua area de transmissdo, como ocorreu na Ilha de Cdérsega, na Franga
(Webster et al. 2013, Leger & Webster 2017, Catalano et al. 2018, Kincaid-Smith et al. 2021).
Também, a baixa sensibilidade dos métodos parasitologicos impede diagnostico acurado,
especialmente em regifes predominantemente de individuos com baixa carga (Oliveira et al.
2018), e ha a possivel participacdo de roedores silvestres como reservatorios da infeccdo em
areas da Africa e da América, mantendo o ciclo do parasito e favorecendo a formagéo de novos
hibridos (Gentile etal. 2010, Miranda et al. 2015, 2022, Catalano et al. 2018). Devido a auséncia
de vacina, o acesso a agua de qualidade, saneamento bésico e tratamento em massa sdo 0s
principais meios de controle da doenga (WHO 2020, 2022, Kokaliaris et al. 2022). Logo, se faz
necessario compreender o ciclo de vida do parasito para aplicacdo de intervengdes mais efetivas

de controle.
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2.1.1 Ciclo de vida de S. mansoni

O trematodeo S. mansoni é um parasito de ciclo de vida heteroxénico, do qual fazem
parte hospedeiros vertebrados e invertebrados, como se observa na figura 2 (McManus et al.
2018). Os ovos do parasito sdo eliminados nas fezes, e 0os miracidios eclodem ao atingir corpos

de agua doce; aqueles, por sua vez, penetram em caramujos do género Biomphalaria

susceptiveis, desenvolvendo esporocistos, 0s quais, apos reproducdo assexuada e maturaco,
liberam cercérias (Piraja da Silva 1912, Lutz 1918, 1919, Wolmarans et al. 2002, Colley et al.
2014).

................................

Larvas amadurecem
no figado

N\

Larvas migram para o coracao
squerdo e circulagdo sistémic

\

(Larvas migram para os pulmdes
pela circulagdo venosa
fémeas ovipdem

; T

( Ovos excretados nas fezes ) & ( Cercérias se tornam esquistossémulos )

t

Cercérias penetram na pele)

Miracidios eclodem e
penetram em hospedeiros (Miracidios se desenvolvem}

Vermes adultos
acasalam

Vermes migram para as veias
mesentéricas do intestino, onde

Agua doce

intermediarios em esporocistos, que
produzem cercarias

Miracidio

Biomphalaria
sp.
E [ Cercdrias sdo liberadas j

_— _— -
4 na agua

Figura 2. Ciclo de vida de S. mansoni. Apos a eliminacdo dos ovos nas fezes, os miracidios eclodem e
penetram em caramujos do género Biomphalaria, hospedeiros intermediarios. Apés diferenciacdo em
esporocistos e producdo de cercarias, estas emergem dos caramujos e penetram no hospedeiro definitivo,
no qual se tornam esquistossomulos e migram até a circulagdo porta-hepatica, onde acasalam e
amadurecem. Uma vez fecundadas, as fémeas migram para as veias mesentéricas intestinais, onde
ovipdem. Os ovos atravessam a parede intestinal e, uma vez alcancando o limen do intestinal, sdo
eliminados com as fezes. Fonte: Adaptado de McManus et al. 2018.

As cercérias sdo a forma infectante para o hospedeiro vertebrado, penetrando através do
tegumento em contato com &gua contaminada (Lutz 1919, Gryseels 2012, Colley et al. 2014).
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Nesse processo, as cercarias perdem a cauda e se tornam esquistossdmulos (Lutz 1919, Hockley
& McLaren 1973, Wilson et al. 1978, Gobert et al. 2010), os quais se deslocam em direcdo a
vasos sanguineos, direcionados por gradiente de concentracdo de alguns nutrientes (Haas et al.
2002) e com o auxilio de enzimas proteoliticas (He et al. 2005). Durante a migragao sanguinea
dos esquistossdmulos, eles passam majoritariamente pelo coracdo e o pulméo, ganhando a
circulacdo sistémica e se estabelecendo no sistema porta hepatico entre o sétimo e o décimo dia
pos-infeccdo (Barbosa et al. 1978, Wilson et al. 1978, Gobert et al. 2010). Durante o
amadurecimento, ha formacao de casais, e machos secretam feromonios que contribuem para a
maturacdo sexual das fémeas (Lutz 1919, Armstrong 1965, Wilson et al. 1978, Jeremias et al.
2017, Chen et al. 2022).

Por volta do 25° e 30° dia pos-infeccdo, da-se o inicio da oviposi¢do, que ocorre
preferencialmente nas veias mesentéricas ao redor do ceco e do célon em humanos e no ileo
em camundongos (Cao et al. 2010, Turner et al. 2012, Schwartz & Fallon 2018). Fémeas
depositam cerca de 300 ovos diariamente (Moore & Sandground 1956), os quais podem aderir
a face interna do endotélio por meio de moléculas de adeséo e componentes hemostaticos (Ritter
& McKerrow 1996, Lejoly-Boisseau et al. 1999, Wu et al. 2007). Uma vez aderidos, cerca de
um quarto a metade dos ovos atravessa a parede intestinal gracas a secrecdo proteolitica e a
propria resposta imune do hospedeiro, chegando a luz intestinal e sendo eliminados nas fezes,
enquanto o restante pode ser passivamente carreado pela circulagdo e/ou ficar retido em
diferentes tecidos do hospedeiro, especialmente figado e intestino (Moore & Sandground 1956,
Ashton et al. 2001, Turner et al. 2012, Hams et al. 2013, Schwartz & Fallon 2018). O percurso
da circulacéo até o lumen demora, aproximadamente, 7 dias, tempo que também é o necessario
para a maturagdo dos miracidios (Ashton et al. 2001, Hams et al. 2013, Schwartz & Fallon
2018).

Durante o parasitismo do hospedeiro vertebrado descrito neste tdpico, existem
alteracdes patoldgicas caracteristicas em cada fase da infec¢do por S. mansoni. Patogénese,
sintomas e sinais clinicos sdo diretamente relacionados a propria resposta imune do hospedeiro,

cuja relacdo sera abordada em mais detalhes no préximo topico.



25

2.1.2 Imunopatologia da esquistossomose mansoni

Séo descritas trés fases distintas da esquistossomose em hospedeiros vertebrados: a fase
aguda pré-postural, a aguda pds-postural e a cronica. Cada uma delas tem sido associada a perfis

de resposta imune proprios, como ilustrado na figura 3 (Dunne & Cooke 2005).

Até a quinta semana de infeccdo, ocorre resposta a penetracdo das cercérias pelo
tegumento e ao seu desenvolvimento em esquistossomulos e, subsequentemente, em adultos, a
fim de controlar a carga parasitaria (Smithers & Gammage 1980, Smithers & Miller 1980,
Menson & Wilson 1989, Reynolds & Harn 1992). Nesse periodo, ocorre predominantemente
um perfil inflamatorio do tipo 1, com pico na terceira semana pos-infec¢do (Dunne & Cooke
2005). Macrdfagos, quando estimulados in vitro com IFN-y e antigenos secretados e excretados
de esquistossdbmulos, aumentam a producdo de TNF-a ¢ sdo capazes de matar esse estagio do
parasito por meio de aumento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (James et al. 1990,
El Ridi et al. 2010, Egesa et al. 2018). Durante essa fase, pode ser comum ocorrer urticaria,
tosse, febre, dor de cabeca e dores musculares (Rocha et al. 1995, Gryseels 2012, Barsoum et
al. 2013).
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Figura 3. Sequéncia de inducéo dos diferentes perfis de resposta imune predominantes em cada periodo
da infeccdo por S. mansoni. Com a penetracdo das cercérias e desenvolvimento dos vermes adultos, ha
estimulacdo de uma resposta predominantemente Thl, que é substituida por uma resposta
majoritariamente Th2 em resposta a antigenos dos ovos e, sequencialmente, por uma resposta de perfil
regulatério. NO: éxido nitrico. NKT: natural killer T. Fonte: Adaptado de Dunne & Cooke 2005.

Com o inicio da oviposicao, por volta da sexta semana pos-infeccao, acontece uma
mudanca no perfil imune, com a resposta do tipo 2 se tornando predominante, caracterizando a
fase aguda pos-postural da esquistossomose (Dunne & Cooke 2005). A partir do momento em
que o hospedeiro é exposto a antigenos do ovo, como wl, al e LNFPII, da-se o
desenvolvimento e polarizacao para uma resposta Th2, com predominio de citocinas como IL-
4, IL-5 e IL-13 e envolvimento de células como eosinéfilos e macréfagos alternativamente
ativados (Dunne et al. 1991, Okano et al. 1999, 2001, Herbert et al. 2004, Everts et al. 2009,
2012, Souza et al. 2020, Malta et al. 2022). Isso ocorre tanto pelo reconhecimento de porcoes

de carboidratos quanto por acéo citotdxica de alguns antigenos (Okano et al. 1999, Fitzsimmons
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et al. 2005). O tipo de resposta promovido é do tipo granulomatosa, ilustrada na figura 4, que
promove uma resposta de reparo tecidual capaz de conter os antigenos citotoxicos do ovo para
preservar o parénquima dos orgaos do hospedeiro (Hoffmann et al. 2000, Hesse et al. 2001,
Herbert et al. 2004). A formacdo apropriada do granuloma é essencial para a excre¢ao de ovos
e sobrevivéncia do hospedeiro, havendo aumento da mortalidade em camundongos
geneticamente incapazes de estimular a resposta imune adequada (Doenhoff et al. 1978, Amiri
etal. 1992, Brunet et al. 1997, Fallon et al. 2000, Hoffmann et al. 2000, Maggi et al. 2021).

® Célula T CD4*

L Eosindfilo

‘s Macrofago
Fibroblasto

© Neutrdfilo

5> Hepatdcito .
:* Célula necrética Q5
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Figura 4. Representacdo grafica de granuloma esquistossomotico hepatico e seus constituintes. Dois
granulomas sdo representados: a direita, um granuloma devidamente formado, com infiltrado
inflamatério e deposicdo de colageno por fibroblastos, contendo os antigenos citotoxicos liberados do
ovo e mantendo a integridade do parénquima hepatico; a esquerda, a reacdo granulomatosa insatisfatoria
em um ambiente de imunossupressdo, deixando que antigenos citotdxicos extravasem e lesionem 0s
hepatocitos. Seta: difusdo de antigenos citotoxicos do ovo. Fonte: Adaptado de Hams, Aviello & Fallon
2013.

Além de variarem de 6rgdo a orgdo e fase de desenvolvimento (Weinstock & Boros
1983), os granulomas formados assumem aspectos diferentes conforme a doenca se cronifica.
Na fase aguda, os granulomas sdo maiores e mais celulares, enquanto na fase cronica, a partir
da 112 semana poés-infecgdo, eles tém aspecto menor e com maior deposicdo de matriz
extracelular (Hams et al. 2013, Schwartz & Fallon 2018). Isso ocorre porque, ainda enquanto
as respostas de fase aguda pré- e pos-postural sdo predominantes, desenvolve-se em paralelo

uma resposta de perfil regulatério, havendo inducéo de citocinas como IL-10 e TGF-PB (Hesse
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et al. 2004, Dunne & Cooke 2005, Taylor et al. 2006, Turner et al. 2011, Gomides et al. 2024).
Nesse processo, ha o envolvimento de células T e B regulatdrias e macréfagos, os quais agora
assumem um papel maior de modulacéo e deposicéo de colageno (Villanueva et al. 1994, Taylor
et al. 2006, Layland et al. 2007, Zaccone et al. 2009, Haeberlein et al. 2017).

Contudo, apesar de indispensavel, o granuloma também é a principal causa de patologia
da esquistossomose. A patogénese, nesse caso, costuma ser reflexo do acimulo gradual de ovos
e, consequentemente, da evolucdo de granulomas para fibrose e calcificagdo (Gryseels 2012,
Hams et al. 2013, Barsoum et al. 2013). Os ovos que ficam retidos na parede intestinal podem
causar congestdo de vasos, edema, formacdo de pdlipos, ulceracdo, diarreia, sanguinolenta ou
n&o, e fibrose intestinal e consequente piora na absorcao de nutrientes pelo hospedeiro (Gryseels
2012, Barsoum et al. 2013). A outra parte dos ovos, porém, acaba sendo carreada pela
circulacdo e fica retida majoritariamente no figado (Moore & Sandground 1956, Gryseels
2012). Nesse 6rgdo, os granulomas levam a fibrose hepatica e consequente hipertensdo porta
pré-sinusoidal, sendo a esquistossomose a segunda maior causa de hipertensdo portal no mundo
(Hesse et al. 2001, Gryseels 2012, Barsoum et al. 2013, Bosch & Iwakiri 2018). Por causa disso,
ocorre hepatomegalia, juntamente com esplenomegalia por aumento do retorno venoso e
resultante congestdo (Freitas et al. 1999, Gryseels 2012, Barsoum et al. 2013), caracterizando
a esquistossomose hepatoesplénica. Nela, também podem ocorrer ascite, caquexia e, em
criancas, retardo do crescimento (Gryseels 2012, Barsoum et al. 2013). Ademais, isso gera,
juntamente com a angiogénese estimulada por antigenos dos ovos, 0 aparecimento de varizes,
as quais podem levam a morte por hemorragia interna em caso de rompimento (Freedman &
Ottesen 1988, Loeffler et al. 2002, Shariati et al. 2011, Gryseels 2012).

2.2 As leishmanioses

Assim como a esquistossomose, as leishmanioses fazem parte das doengas tropicais
negligenciadas, podendo ser causadas por mais de 20 espécies de Leishmania spp., pertencentes
aos subgéneros Leishmania e Viannia (Momen & Cupolillo 2000, Reithinger et al. 2007, Scorza
et al. 2017, WHO 2020), sendo responsaveis por dois tipos principais de doencas: a
leishmaniose visceral, que afeta 6rgdos internos, e a leishmaniose tegumentar, que afeta
principalmente a pele e as mucosas das pessoas infectadas. O Brasil € o Unico pais considerado

de alta morbidade para ambas as leishmanioses (Ruiz-Postigo et al. 2022, 2023).
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A leishmaniose visceral, a forma menos prevalente da leishmaniose, é endémica em 80
paises (figura 5) e teve registro de 12.842 casos em 2022, distribuidos principalmente no Leste
da Africa, no subcontinente Indiano e no Brasil (WHO 2020, Ruiz-Postigo et al. 2023). Apesar
de apresentar menos casos, essa forma causa maior morbidade, calculada em 510 mil DALY
em 2017, assim como maior mortalidade (WHO 2020, Ruiz-Postigo et al. 2022). No Brasil,
9,8% dos casos relatados em 2022 evoluiram para 6bito, a pior taxa de letalidade entre os paises

que relataram mortes por leishmaniose visceral nesse ano (Ruiz-Postigo et al. 2023).
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Figura 5. Distribuicdo de novos casos de leishmaniose visceral em 2022. LV: leishmaniose visceral.
Fonte: Adaptado de Ruiz-Postigo et al. 2023.

Ja a leishmaniose tegumentar (figura 6), foco deste trabalho, € muito mais prevalente do
que a leishmaniose visceral, sendo endémica em 90 paises, com 205.986 casos registrados em
2022, causando 260 mil DALYs em 2017 (WHO 2020, Ruiz-Postigo et al. 2023). Como é
possivel observar na figura 6, a maioria dos casos se concentra na America do Sul e Leste do
Mediterraneo, sendo que, em 2022, oito paises concentram mais de 85% dos novos casos de
leishmaniose tegumentar, grupo que inclui o Brasil (Ruiz-Postigo et al. 2023). Apesar de ser

menos letal, a leishmaniose tegumentar pode levar a cicatrizes marcantes e duradouras, por
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vezes desfigurantes, causando um ndmero maior de anos vividos com incapacidade (YLDs —

years lived with disability) em comparacéo a leishmaniose visceral (Bezerra et al. 2018a).
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Figura 6. Distribuicdo de novos casos de leishmaniose tegumentar em 2022. LT: leishmaniose
tegumentar. Fonte: Adaptado de Ruiz-Postigo et al. 2023.

2.2.1 Ciclo de vida de Leishmania spp.

Os protozoarios do género Leishmania apresentam um ciclo heteroxénico (figura 7). A
infeccdo dos hospedeiros invertebrados, fémeas de flebotomineo, ocorre quando estes realizam
repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero infectado, ingerindo células do sistema
fagocitico mononuclear (SFM) infectadas com amastigotas (Dostalova & Volf 2012, Bates
2018). Estas, por sua vez, se diferenciam sequencialmente enquanto escapam da matriz
peritréfica e colonizam o intestino do hospedeiro intermediario até que se tornem promastigotas
metaciclicas, a forma infectante para o hospedeiro vertebrado (Lainson et al. 1977, Rogers et
al. 2002, Bates 2018, Serafim et al. 2018, 2021).
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Figura 7. Ciclo de vida de Leishmania sp. Fémea de flebotomineo infectada realiza repasto sanguineo
infectante no hospedeiro vertebrado (1). Promastigotas infectam granulécitos e macréfagos (2 e 3) e se
diferenciam em amastigotas (4). Amastigotas se multiplicam dentro de células do sistema fagocitico
mononuclear (5). Uma nova fémea de flebotomineo se infecta ingerindo células parasitadas (6). Fonte:
Adaptado de Cantacessi et al. 2015.

Durante a infeccdo do hospedeiro vertebrado, além de saliva, parte do conteudo
intestinal do flebotomineo é regurgitado e, com ele, as promastigotas metaciclicas (Samuelson
et al. 1991, van Zandbergen et al. 2006, Lestinova et al. 2017). As células-alvo para o
parasitismo de Leishmania spp. sdo células do SFM, como mondcitos, macrofagos e células
dendriticas, onde se desenvolvem dentro de fagolisossomos (Berman et al. 1981, Courret et al.
2002, Romano et al. 2017). A infeccdo desses tipos celulares ocorre, majoritariamente, por
fagocitose, mas existem evidéncias de outras formas de entrada (Zenian et al. 1979, Forestier
et al. 2011, Roy et al. 2014, Cavalcante-Costa et al. 2019). Além disso, estudos com L. major
indicam que esta pode infectar transitoriamente neutréfilos, utilizando-0s como “cavalo-de-
Troéia”, retardando sua apoptose e entrando silenciosamente em mondcitos inflamatérios (Aga
et al. 2002, van Zandbergen et al. 2004, Peters et al. 2008, Romano et al. 2017). A interacédo
com neutrofilos apoptoéticos também favorece a proliferacdo de amastigotas em macrofagos ja
infectados por L. amazonensis (Afonso et al. 2008). Contudo, existem evidéncias de que outras
espécies de Leishmania, como L. braziliensis, podem néo ser capazes de retardar a apoptose de

neutrofilos (Falcdo et al. 2015). Além disso, algumas espécies, como L. amazonensis e L. major,



32

sdo capazes de infectar também células ndo fagociticas, como fibroblastos, por vias

independentes de fagocitose (Bogdan et al. 2000, Cavalcante-Costa et al. 2019).

Uma vez dentro do vacuolo parasitoforo, as promastigotas metaciclicas se diferenciam
em amastigotas, as quais se multiplicam e séo a forma de persisténcia no hospedeiro vertebrado
(Heyde et al. 2018). No entanto, a forma exata de amplificacdo da infeccdo ainda ndo é
completamente esclarecida. Foi mostrado que a transferéncia de parasitos para outras células
pode ocorrer, para L. amazonensis e L. major, por fagocitose de corpos apoptéticos de
macrdfagos contendo amastigotas (Real et al. 2014, DaMata et al. 2015, Heyde et al. 2018). O
fato de Leishmania sp. parasitar células fagociticas exige uma interacdo complexa com o
sistema imune do hospedeiro. Nao é sem raz&do que a patogénese da leishmaniose também esteja
altamente ligada a resposta imune do hospedeiro, as quais serdo detalhados no tépico seguinte.

2.2.2 Imunopatologia da leishmaniose tegumentar americana

Assim como a esquistossomose, a leishmaniose tegumentar ¢ uma imunopatologia. As
manifestacdes da infec¢do estdo estritamente ligadas ndo somente a espécie e cepa de
Leishmania sp. causadora da infeccdo, mas também da propria resposta imune do hospedeiro
(Pereira et al. 2009b, Scott & Novais 2016, Scorza et al. 2017). Na determinacgéo do desfecho
da leishmaniose tegumentar, existe um balanco entre respostas do tipo 1, com producdo de
citocinas como IFN-y e IL-12, que levam ao controle do parasito, mas também a dano tecidual,
e respostas do tipo 2 e regulatorias, com o envolvimento de citocinas como IL-4 e IL-10, que
controlam o dano aos tecidos do hospedeiro, mas permitem proliferacdo do parasito (Scott &
Novais 2016, Scorza et al. 2017).

O controle das amastigotas em células do SFM se da (figura 8), principalmente, com
estimulagéo por IFN-y e TNF-a, aumentando 0s niveis de IL-12 e a expressdo de oxido nitrico
sintase induzida (iNOS), enzima que converte r-arginina em Oxido nitrico, toxico para
Leishmania spp. (Green et al. 1990, Liew et al. 1990, 1991, Filardy et al. 2010, Chen et al.
2021). Além disso, o consumo de r-arginina para producédo de 0xido nitrico também diminui a
disponibilidade desse nutriente no vacuolo parasitoforo (Rath et al. 2014, Muxel et al. 2018).
Para o controle de algumas espécies, como L. amazonensis, a producao de espécies reativas de
oxigénio, como superoxido, tambem e essencial (Petersen et al. 2007). Por outro lado, em um

ambiente com predominancia de uma resposta de tipo 2 ou regulatéria, na presenca de citocinas
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como IL-4, IL-10, e TGF-B, ocorre aumento da atividade de arginase, enzima que também
utiliza como substrato L-arginina, produzindo r-ornitina e outras poliaminas, que, ao contrario
do oxido nitrico, favorecem o crescimento de Leishmania sp. no interior dos macrofagos
infectados (Iniesta et al. 2001, 2002, Muxel et al. 2018).
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Figura 8. Mecanismos de controle de amastigotas de Leishmania sp. em macréfagos. O microambiente
imune é determinante para a permitir ou controlar a proliferacdo de amastigotas. A esquerda, em um
ambiente com predominio de respostas Th2 e regulatdrias, ocorre aumento de citocinas como IL-10 e
TGF-B, que sinalizam para que a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) seja diminuida,
assim como reduz a atividade de respostas Thl e permite a maior proliferacdo intracelular do parasito.
A direita, se evidencia um estado com maior atividade de reposta Thl e Th17 e baixa em respostas Th2
e regulatdrias, ambiente no qual o aumento de TNF- e IFN-y resultam numa maior produ¢do de EROs
e consequente diminuicgdo da carga parasitéria. Fonte: adaptado de Scorza et al. 2017.

Mecanismos da resposta adaptativa mediados por células T sdo essenciais na
imunopatologia da leishmaniose tegumentar. A participacdo de linfécitos T CD8* na
leishmaniose tegumentar tem sido associada, principalmente, a destruicdo tecidual (Brodskyn
etal. 1997, Faria et al. 2009, Koh et al. 2020, Novais et al. 2021). Ja linfcitos T CD4" possuem
papeis relativamente dicotdbmicos. Em camundongos C57BL/6 infectados por L. major, ha
maior diferenciacdo de células Thl, produtoras de IFN-y, levando ao controle da infecgéo e
cura; ja amesma infeccdo em camundongos BALB/c, com a diferenciacéo relativamente maior
de células Th2 e niveis maiores de citocinas como IL-4, ha o surgimento de lesbes crbnicas
(Heinzel et al. 1989). No caso de camundongos C57BL/6 deficientes em IFN-y, ocorre aumento
da populacédo de células Th2, ocasionando lesdes maiores em decorréncia da infeccdo por L.

major (Wang et al. 1994). No inicio da infeccdo, em vez de linfécitos Thl, células NK sdo as
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principais produtoras de IFN-y (Prajeeth et al. 2011). Contudo, a ativacdo de uma resposta
adaptativa eficiente também varia entre espécies de Leishmania, j& que componentes dos
antigenos de L. amazonensis inibem resposta proliferativa de células T, o que ndo ocorre com

antigenos de L. braziliensis (Pinheiro et al. 2004).

Quanto a resposta humoral, anticorpos parecem ter efeito deletério no controle da
infeccdo. Aumento de IgG, associado & maior producgdo de I1L-10 e IL-17, sdo acompanhados
por aumento da susceptibilidade a infeccdo por L. amazonensis (Sousa et al. 2014). Em
camundongos BALB/c deficientes em 1gG ou receptores de célula B, ha aumento da resisténcia
contra L. major, perfil esse revertido com a administragdo de anticorpos anti-Leishmania ou
transferéncia de células B funcionais (Miles et al. 2005, Ronet et al. 2008). Os titulos de 1gG
anti-Leishmania também se encontram elevados em pacientes com leishmaniose difusa por L.
mexicana (Salaiza-Suazo et al. 2024). A ativagdo de FcyR em macrofagos induz producdo de
IL-10 in vitro, enquanto o comprometimento dessa via de sinaliza¢ao torna camundongos mais
resistentes a L. mexicana, L. amazonensis e L. pifanoi (Kima et al. 2000, Buxbaum & Scott
2005). Além da producédo de anticorpos, a importancia de linfocitos B na susceptibilidade de
camundongos BALB/c a infeccdo por L. major tem sido também associada ao fato dessas

células serem importante fonte de IL-4 durante a infeccdo (Hurdayal et al. 2017).

E frequente, também, a interacdo entre macrofagos e outras células no infiltrado celular
na infecgédo por Leishmania sp., como neutrofilos e eosinofilos (Grimaldi Jr et al. 1984, Pompeu
et al. 1991, Filardy et al. 2011). Neutrdéfilos, os primeiros leucdcitos a infiltrar para o sitio de
infeccdo de Leishmania sp., além de poderem matar promastigotas com armadilhas
extracelulares (NETs — neutrophil extracellular traps), também podem interagir com
macrdfagos infectados e secretar mediadores que levam a sua ativagdo para perfil microbicida
(Guimaré&es-Costa et al. 2009, Sousa et al. 2014, Tavares et al. 2016, Romano et al. 2017).
Contudo, neutréfilos apoptéticos infectados, ao exibirem fosfatidilserina na face externa de sua
membrana plasmatica, favorecem o crescimento do parasito durante a interagdo com
macrdfagos (van Zandbergen et al. 2004, Afonso et al. 2008). Além disso, aumento de IL-17
na auséncia de neutrofilos, tanto em camundongos BALB/c sem neutr6filos quanto por adi¢do
dessa citocina em cultura de macrofagos in vitro, aumenta a atividade de arginase e favorece a
proliferacdo de L. amazonensis (Sousa et al. 2014). Ademais, nos momentos iniciais da
infeccdo, quando neutréfilos interagem com promastigotas apoptoticas de L. major, eles
também aumentam producéo de TGF-f e diminuem a de TNF-a, 0 que pode contribuir para o

estabelecimento do parasito (van Zandbergen et al. 2006).
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Ja eosindfilos, recrutados por CCL24 secretada por macréfagos infectados, sdo a
principal fonte de IL-4 no inicio da infeccdo por L. major, auxiliando a proliferacdo de
amastigotas (Lee et al. 2020, Sasse et al. 2022). Porém, in vitro, essas células também podem
ter um papel protetor no controle do parasito. Por meio de secrecdo de PGD2, eosinofilos
interagem com macrofagos infectados por L. amazonensis, favorecendo que estes eliminem
amastigotas (Marques et al. 2021). In vivo, camundongos C3H/HeN transgénicos para IL-5
(C3H/HeN-TgN(IL-5)-Imeg), os quais tém eosinofilia de forma fisiologica, apresentam lesdes
reduzidas e menor carga parasitaria de L. amazonensis (Watanabe et al. 2004). Contudo, a
eosinofilia sanguinea e aumento da infiltragdo de eosinofilos em lesdes de pacientes com
leishmaniose difusa ndo foram associados a protecdo, sendo essas células produtoras de IL-6,

IL-8 e IL-13, associadas a progressdo da doenca (Salaiza-Suazo et al. 2024).

A resposta orquestrada por todos esses tipos celulares é determinante na manifestacao
da leishmaniose tegumentar. As formas clinicas da doenga em humanos estao distribuidas num
espectro imunoldgico (figura 9), variando de uma resposta exacerbada, causando extrema
destruicdo tecidual e maior controle da carga parasitaria, até o estabelecimento de um estado de

anergia e falta de controle do parasito (Scott & Novais 2016, Scorza et al. 2017).
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Figura 9. Espectro das manifestacdes de leishmaniose tegumentar em humanos de acordo com a resposta
imune do hospedeiro. Quando h& um perfil de resposta imune mais equilibrado, a tendéncia é que
ocorram formas mais simples de leishmaniose tegumentar, como a leishmaniose cuténea localizada.
Com o desbalanco, outras manifesta¢cdes mais severas se tornam mais frequentes, como a leishmaniose
mucosa no caso de aumento exacerbado de respostas do tipo 1, com aumento de atividade citotdxica e
destruicdo tecidual. J& num polo com aumento de respostas regulatorias e do tipo 2, ocorre descontrole
na reproducdo dos parasitos, aumentando a carga parasitaria. DTH: reagdo de hipersensibilidade tardia.
Fonte: Adaptado de Scott & Novais 2016.
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A leishmaniose cutanea localizada (LCL), forma mais prevalente da leishmaniose
tegumentar, é, em relacdo as outras, a menos patogénica (Marzochi & Marzochi 1994, Scorza
et al. 2017). Ela é caracterizada por um perfil de resposta mais balanceado do que nas outras
manifestacdes, com aparecimento de Ulceras, de fundo granuloso ou necrdtico, e bordas
elevadas, principalmente em regides expostas do corpo (Marzochi & Marzochi 1994, Unger et
al. 2009, Scorza et al. 2017). Pode, também, ocorrer linfadenopatia antes ou depois do
aparecimento das lesbes (Barral et al. 1995b, Sousa et al. 1995). As lesdes sdo de carater
autolimitado e possuem boa resposta ao tratamento medicamentoso, mas resultam em cicatrizes
deprimidas e hipopigmentadas, as quais podem albergar parasitos ainda por varios anos apés
tratamento e cura clinica (Schubach et al. 1998, Unger et al. 2009, Scorza et al. 2017). Quando
ha quebra do balanco entre respostas do tipo 1 e respostas do tipo 2 e regulatérias, por diversos
motivos, ocorrem outras manifestacdes de leishmaniose tegumentar (Scott & Novais 2016,
Scorza et al. 2017).

Por migracdo sistémica dos parasitos, pode ocorrer leishmaniose disseminada (LD),
sendo causada por L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, L. peruviana e L. amazonensis
(Costa et al. 1986, Carvalho et al. 1994, Couppié et al. 2004, Hashiguchi et al. 2016, Espinoza-
Morales et al. 2017). Em contrates a LCL, essa manifestacdo se da com forte reacdo de
hipersensibilidade tardia do tipo 1 e surgimento de lesdes multiplas com poucos parasitos,
variando entre acneiformes, nodulares, papulares e ulceradas em pelo menos duas regides ndo
contiguas do corpo, além de ser comum envolvimento de mucosas (Marzochi & Marzochi 1994,
Turetz et al. 2002). Células mononucleares de sangue periférico de individuos com LD
produzem niveis sérios mais altos de CXCL9, mas concentracdes similares de IFN-y, TNF-q,
IL-10, TGF-B, CCL2, CCL3, CCL11 e CXCL10 nas lesdoes (Machado et al. 2011). Apesar de
células mononucleares de sangue periférico de pacientes com LD produzirem menos IFN-y e
TNF-a frente a estimulagdo com antigenos de L. braziliensis, isolados desse parasito adquiridos
de pacientes com LD induzem maior producdo de IFN-y e TNF-a em células mononucleares
de sangue periférico de pacientes com LCL (Turetz et al. 2002, Leopoldo et al. 2006). Niveis
mais elevados de IFN-y e CXCL10 também sdo associados a maiores titulos de IgG em
pacientes com LD, e aumento 1gG2 é relacionado a um maior numero de lesbes (Magalhaes et
al. 2021). Apesar de individuos com LD costumarem ter resposta satisfatoria ao tratamento,
pode haver casos refratarios e necessidade de mais de um ciclo (Carvalho et al. 1994, Turetz et
al. 2002, Couppié et al. 2004, Hashiguchi et al. 2016).
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No polo extremo de hiperresponsividade, a leishmaniose mucosa (LM) é causada
principalmente por espécies do subgénero Viannia, principalmente L. braziliensis, mas também
ja foram registrados casos por L. panamensis, L. guyanensis e, do subgénero Leishmania, L.
amazonensis (Villela et al. 1939, Naiff et al. 1988, Barral et al. 1991, Osorio et al. 1998). Muitas
vezes, acontece de forma secundéria & LCL, podendo ocorrer também por disseminacdo do
parasito ou por contiguidade de lesdo cutanea prévia (Marzochi & Marzochi 1994). A LM pode
comecar como inflamacdo e congestdo nasal e € caracterizada pelo comprometimento da
mucosa nasal, palato mole, faringe, laringe, 1abios e bochecha, mas pode afetar também traqueia
e genitalia (Marzochi & Marzochi 1994, Pearson & Sousa 1996, Scott & Novais 2016, Scorza
etal. 2017).

Individuos acometidos por LM normalmente apresentam intradermorreacdo de
Montenegro muito forte e uma reacdo de hipersensibilidade do tipo 1 mais intensa, com
aumento de citocinas de perfil Thl e Th17, como IFN-y, TNF-a e IL-17 (Bacellar et al. 2002,
Gaze et al. 2006, Boaventura et al. 2010). Além disso, a atividade de células T CD8" e células
NK é aumentada em comparacgdo aos individuos com LCL, levando a uma maior destruicdo
tecidual (Brodskyn et al. 1997, Koh et al. 2020). Paralelamente, pacientes com LM apresentam
ndo so niveis menores de IL-10, comprometendo o controle da inflamacdo, mas suas células
também expressam menos IL-10R e sdo menos responsivas a TGF-3 (Bacellar et al. 2002, Faria
et al. 2005). Por causa desses mecanismos inflamatorios agindo de forma agravada, a presenga
de amastigotas é baixissima nas lesbes de LM (Scott & Novais 2016, Scorza et al. 2017).
Quanto a resposta humoral, IgE total e especifico se encontra reduzido nessa forma da doenca
(Afchain et al. 1983), mais um indicativo de predominancia de resposta polarizada para tipo 1.
Os titulos de IgG total, IgG1 e 1gG2 estdo relacionados com a progressdo da doenca, estando
aumentados em casos mais graves e diminuindo com o sucesso no tratamento e melhora clinica
(de Lima et al. 2021).

Essa forma possui tratamento muito dificil, normalmente necessitando de mais de um
ciclo terapéutico (Franke et al. 1990, Amato et al. 2007, 2008, Carvalho et al. 2022). O uso
simultaneo de medicamentos para auxiliar no controle da inflamag&o, como pentoxifilina, tem
apresentado resultados mistos no sucesso do tratamento, aparentando melhora no desfecho de
LM por L. braziliensis, mas ndo L. panamensis (Lessa et al. 2001, de Carvalho et al. 2017,
Brustolin et al. 2021, Castro et al. 2022, Carvalho et al. 2022).

Finalmente, no extremo de hiporreatividade, estéa a leishmaniose cutanea difusa anérgica

(LCDA), causada na Ameérica principalmente por L. amazonensis, mas também por L.
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mexicana, L. pifanoi e L. panamensis (Convit et al. 1972, Velasco et al. 1989, Barral et al. 1991,
Freites et al. 2018). As les6es de LCDA sdo multiplas, nodulares e ndo ulcerativas, apresentando
quantidades altas de amastigotas, mas baixo infiltrado linfocitario e pouca ou nenhuma resposta
de hipersensibilidade tardia do tipo 1 (Barrientos 1948, Convit et al. 1972). A resposta ao
tratamento € fraca, sendo muito comuns casos de recidiva (Convit et al. 1972, Franke et al.
1990, Zerpa et al. 2007). Apesar dos individuos com essa forma da doenca estabelecerem
resposta humoral, a resposta celular, indispensavel para controle do parasito, é praticamente
ausente (Petersen et al. 1982, Barral et al. 1995a). Sendo assim, a alta carga parasitaria e
auséncia de Ulceras, somadas a falta de resposta a intradermorreagdo de Montenegro, indicam
anergia dos pacientes ao protozoario (Barrientos 1948, Petersen et al. 1982, Barral et al. 1995a).
Células de individuos com LCDA apresentam uma frequéncia menor de marcadores de
inflamacdo como iNOS, IL-12, IFN-y, TNF-a, CCL2, CCL4, CCL17 ¢ CCL19 (Ritter et al.
1996, Diaz et al. 2006, Campanelli et al. 2010, Diaz et al. 2013). No sangue periférico, ha
aumento da frequéncia de ILC2 em pacientes com LCDA em compara¢édo a individuos ndo
infectados por Leishmania sp. (Rodriguez et al. 2021). No infiltrado intralesional, ha
diminuicdo da presenca de células CCR5", incluindo células T CD4" e células NK, as quais
também produzem menos IFN-y e TNF-a quando estimuladas (Coélho et al. 2010, Cafieda-
Guzmén et al. 2014). Essa manifestacdo, assim como a LM, ndo responde bem ao tratamento
com medicamentos leishmanicidas convencionais, sendo as recidivas frequentes (Bomfim et al.
1996, Régo et al. 2022). O uso de imunoterapia em associagcdo ao tratamento classico pode
apresentar melhores resultados, com o aumento da frequéncia de células NK e mondcitos pro-

inflamatorios (Convit et al. 1989, Pereira et al. 2009a).

Além das manifestaces mais bem descritas, ainda ha formas atipicas de leishmaniose
tegumentar em humanos. Nesse caso, as lesdes podem ser verrucosas, lupoides, zosteriformes,
vegetantes ou tumoriformes, causadas principalmente por L. braziliensis (Guimardes et al.
2009, Quaresma et al. 2018). Essas formas da doenca parecem também ter etiologia
multifatorial, dependendo de fatores ambientais, cepa do parasito e resposta imune do
hospedeiro, com maiores niveis de IFN-y ¢ TNF e menor produgdo de IL-10 e I1L-17 quando
comparado a LCL (Guimardes et al. 2016, Quaresma et al. 2018, Esteves et al. 2022). Quanto
ao tratamento, manifestacbes atipicas também apresentam pior resposta a terapia com
antimonio (Guimardes et al. 2009, 2016, Rugani et al. 2018, Esteves et al. 2022).

Sendo a leishmaniose tegumentar e a esquistossomose tao intrinsecamente atreladas a
resposta imune do hospedeiro (Dunne & Cooke 2005, Scott & Novais 2016, Scorza et al. 2017),



39

alteragcdes nos balancos entre diferentes perfis de resposta imune induzidos nessas infecgdes
podem alterar grandemente a evolucdo dos quadros clinicos. Dentre diversos fatores que podem

ocasionar tal desbalango, encontram-se as coinfeccdes.

2.3 As coinfeccdes Schistosoma-Leishmania

DTNs raramente ocorrem de forma isolada, e coinfeccao helminticas j& séo classificadas
entre os fatores que tém mais capacidade de influenciar as leishmanioses (Akuffo et al. 2018).
Apesar da sua importancia, estudos que avaliam a existéncia de casos de coinfec¢do entre S.
mansoni e Leishmania spp. séo raros. Fora do Brasil, existe apenas um relato de coinfeccéo
entre S. mansoni e uma espécie do complexo L. donovani em refugiado em Israel (Paran 2018).
No Brasil, como é possivel observar na figura 10, existem muitas regifes em que acontece
sobreposicdo da ocorréncia de esquistossomose e leishmanioses. Nao surpreendentemente, o

Pais é onde ha o maior nimero de relatos de coinfec¢do Schistosoma-Leishmania.
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Figura 10. Distribuicdo geografica de esquistossomose, leishmaniose tegumentar e leishmaniose
visceral no Brasil. A: distribuicdo da esquistossomose segundo o INPEG entre 2010 e 2015. B: casos de
leishmaniose tegumentar por municipio em 2015. C: distribuicdo de casos autoctones de leishmaniose
visceral por municipio em 2002. Fonte: Brasil 2014, 2017, Katz 2018.

Tais relatos ja ocorreram em quatro estados da Federagdo: Bahia, Rio de Janeiro, Séo
Paulo e Minas Gerais. Em Corte de Pedra, regido endémica na Bahia, 88,3% dos individuos
com leishmaniose tegumentar americana (LTA) ativa se mostraram coinfectados com

helmintos, sendo que 16,7% dessas pessoas estavam infectadas com S. mansoni (O’Neal et al.
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2007). No estado do Rio de Janeiro, Azeredo-Coutinho e colaboradores (2016) constataram
que, de 109 pacientes com leishmaniose tegumentar no estudo, 16 tinham também infecgdes
helminticas, sendo 3 coinfectados por S. mansoni. J& em S&o Paulo, um unico relato de caso foi
feito (Gregorio et al. 2019). Por fim, em Januéria, regido endémica do norte de Minas Gerais,
estudo do nosso grupo evidenciou que 51% dos individuos com esquistossomose ativa
apresentavam historico de leishmaniose tegumentar (Miranda et al. 2021). Além disso, também
houve, em Minas Gerais, um relato de individuo com leishmaniose visceral e esquistossomose

concomitantes (Cota et al. 2012).

Contudo, apesar dos casos relatados de coinfecgdes Schistosoma-Leishmania no Pais, o
impacto dessa realidade na ocorréncia e prognostico dessas parasitoses ainda nao € conhecido,
muito pela falta de atencéo a esse problema. Neste sentido, alem da caréncia de conhecimento
sobre a epidemiologia dessa coinfec¢do, existem varias lacunas na literatura sobre a influéncia

que um parasito tem no outro e na evolucao das doencas por eles causadas.

2.3.1 Consequéncias da coinfec¢do Schistosoma-Leishmania

A esquistossomose é uma doenca crénica com grande potencial, tanto em humanos
quanto em modelos experimentais, para interferir na evolugdo de outros processos
inflamatorios, como alergias (Resende et al. 2019) e doengas inflamatdrias intestinais (Capron
et al. 2019), e outras doencas infecciosas (Perera et al. 2024), como hanseniase (Dennison et al.
2021), estrongiloidiase (Yoshida et al. 1999, de Rezende et al. 2015, 2020), maléria (Sokhna et
al. 2004, Lyke et al. 2005), toxoplasmose (Pégo et al. 2019) e amebiase (Dolabella et al. 2007).
No entanto, ainda existem diversas lacunas na literatura quanto ao real impacto que a infecgédo
por S. mansoni pode ter nessas doencas, incluindo as leishmanioses. Um resumo dos achados

até agora ¢ apresentado na figura 11.
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Figura 11. Resumo das consequéncias da coinfecgdo Schistosoma-Leishmania. Durante coinfeccéo entre
Schistosoma sp. e Leishmania sp., é possivel que a interacdo entre as respostas elicitadas por ambos 0s
parasitos, leve a predominancia de um ambiente regulatorio, afetando a evolucdo de ambas as doencas.
Foi mostrado que a influéncia das leishmanioses na esquistossomose causa aumento da frequéncia da
infecgdo por S. mansoni e menor resposta ao tratamento com Praziquantel em humanos. Quanto aos
efeitos nas leishmanioses, hd piora das lesdes de leishmaniose tegumentar, assim como maior
susceptibilidade de células humanas a infecgdo in vitro por L. braziliensis e maiores cargas parasitarias
de L. major e L. donovani em modelos experimentais, além de piora de resposta destes ao tratamento
com antimoniais. Fonte: elaborado pelo autor.

2.3.1.1 A coinfeccdo Schistosoma-Leishmania em humanos

A esquistossomose aparenta ser deletéria para o tratamento de LTA. Os pacientes
coinfectados com helmintos apresentaram resposta insatisfatéria ao tratamento com
antimoniato de meglumina quando comparados aos que ndo tinham coinfec¢es helminticas,
tendo lesdes cutaneas por L. braziliensis que levaram mais tempo até a cura e menor taxa de
remissdo com 90 dias ap0s o inicio do tratamento (O’Neal et al. 2007). Um estudo randomizado,
duplo-cego e controlado com placebo, realizado na mesma é&rea, evidenciou que, mesmo

realizando o tratamento anti-helmintico juntamente com o uso de antimoniato de meglumina,
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ndo houve melhora do desempenho do tratamento de LTA (Newlove et al. 2011). InfeccOes
helminticas também foram positivamente associadas a falha terapéutica em individuos com

LTA avaliados no estado do Rio de Janeiro (Azeredo-Coutinho et al. 2016).

Em ambas as infec¢Bes parasitarias, a evolucdo do quadro clinico esta altamente
relacionada com o tipo e a intensidade da resposta imune do hospedeiro ao parasito (Gryseels
2012, Scorza et al. 2017); assim, é de esperar-se que, a0 ocorrerem em conjunto, a resposta
montada contra um parasito acabe afetando a resposta contra o outro. O primeiro registro de
alteracdes na resposta imune em individuos coinfectados foi demonstrado pelo aumento nos
niveis séricos de IgE em comparacdo a pacientes infectados somente com L. braziliensis
(O’Neal et al. 2007), sugerindo que individuos coinfectados apresentam uma resposta do tipo

2 mais intensa, com maiores niveis de IL-4 em relacdo aos monoinfectados pelo protozoério.

Estudos in vitro também tém contribuido para o melhor entendimento das possiveis
alteracdes que ocorrem durante a coinfec¢do Schistosoma-Leishmania. Células mononucleares
de sangue periférico de pacientes com LTA, quando cultivadas simultaneamente na presenca
de antigenos de Leishmania sp. e de antigenos de adultos de S. mansoni, produziram maiores
concentracBes de IL-10 e reducdo de secrecdo de IFN-y (Bafica et al. 2011). Além disso, a
estimulagdo com antigenos de verme adulto diminuiu a expressao de HLA-DR, CD80 e CD86
em monocitos, a0 mesmo tempo que aumentaram a expressdo de CTLA-4 em linfocitos T
CD4*, assim como a frequéncia de células T CD4*CD25"9"FoxP3* (Bafica et al. 2012). De
forma semelhante, em cocultura de células dendriticas derivadas de mondcitos (MoDCs) com
linfdcitos autdlogos de individuos com esquistossomose, a infec¢do in vitro com L. braziliensis
causou diminuicdo de ativacdo e maturacdo de ambas essas células, além de inducdo de perfis
regulatorios, levando, inclusive, a uma maior porcentagem de MoDCs parasitadas por

amastigotas quando comparadas a células de individuos saudaveis (Lopes et al. 2018).

Apesar do que ja se conhece sobre a resposta imune durante a coinfec¢cdo Schistosoma-
Leishmania, pouco se sabe quanto a alteracbes na leishmaniose tegumentar nesse caso. O
nimero e tamanho de lesdes cutaneas tipicas de LTA, aparentemente, ndo é afetado pela
presenca de coinfeccdes helminticas (O’Neal et al. 2007, Unger et al. 2009). Porém, existe um
relato de caso em que um individuo coinfectado manifestou LTA na forma de placas
eritematosas com crostas, assim como foi registrada a presenca de ovos de S. mansoni em
biopsias de pele e resposta relativamente baixa ao tratamento intramuscular com antimoniato
de meglumina (Gregorio et al. 2019). Quanto a manifestacdes mais graves de LTA, coinfeccdes

com S. mansoni e parasitos intestinais foram positivamente associadas a aumento da frequéncia



43

de LM, sendo mais fortemente relacionadas a helmintos, principalmente nematddeos.
(Azeredo-Coutinho et al. 2016). Tendo isso em mente, a investigacdo da incidéncia de
manifestacdes atipicas de leishmaniose tegumentar pode gerar resultados promissores.
Contudo, além das lacunas existentes no conhecimento sobre as alteracfes patoldgicas na
coinfec¢do Schistosoma-Leishmania, ainda nao existem trabalhos que avaliem possiveis areas
de ocorréncia dessa coinfec¢do, o que torna dificil a determinacdo de areas de estudo para

investigar esse tema.

Por outro lado, existe menos informacédo sobre os efeitos que a leishmaniose pode ter
sobre a esquistossomose. Um estudo realizado no Norte de Minas Gerais mostrou que a
prevaléncia de esquistossomose foi maior em pacientes com histdrico de LTA, sendo essa
condicdo associada positivamente a detec¢do de niveis séricos de IL-27, e negativamente a IL-
17 e CXCL10 (Miranda et al. 2021), sugerindo que modulagdo imune por Leishmania sp. pode
aumentar a susceptibilidade a infeccdo por S. mansoni. Além disso, a coestimualacdo de
MoDCs de pacientes com LTA utilizando antigeno soltvel de Leishmania (SLA) e Sm29, um
antigeno de adultos de S. mansoni, aumentou a frequéncia de marcas de regulacdo, como
producdo de IL-10 e expressdo IL-10R, enquanto as populacdes de MoDCs CD40", IL-12* e
TNF" permaneceram similares (Lopes et al. 2014). Paralelamente, estimulacdo com Sm29
recombinante, apesar de também induzir perfis regulatérios afins, ndo foi capaz de aumentar a
susceptibilidade de MoDCs de individuos com LTA a infeccdo in vitro por L. braziliensis
(Lopes et al. 2019). Logo, mesmo que haja indicios de que a esquistossomose humana por si s6
pode aumentar a permissividade do hospedeiro a proliferacdo de L. braziliensis (Lopes et al.
2018), antigenos de isolados de S. mansoni possivelmente podem ter potencial biotecnol6gico
para uso no controle de inflamacgéo em lesdes de LTA (Lopes et al. 2019).

Em comparacdo a leishmaniose tegumentar, descrigdes de como a esquistossomose
influencia na leishmaniose visceral séo trabalhos muito escassos na literatura, estando
geralmente restritos a relatos de caso. Neste contexto, vale ressaltar os dados de Cota et al.
(2012), em Minas Gerais, que relatam um caso de leishmaniose visceral enteropatica
concomitante a infeccdo por S. mansoni, com diarreia persistente, presenca de amastigotas no
duodeno e recidiva apds falha terapéutica, e de Paran (2018), que relata caso de coinfeccdo
entre S. mansoni e espécie do complexo L. donovani em um refugiado da Eritreia, em Israel,
com uma exacerbada doenca esplénica. Estes dados podem indicar modificacdes e agravamento
de formas clinicas nos individuos coinfectados; entretanto, ainda sdo poucos os dados, exigindo

maiores estudos para elucidar as consequéncias da interagcdo entre esses parasitos.
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Apesar da valiosa contribuicdo dos estudos em populagdo humana, algumas limitac6es
precisam ser apontadas. Até agora, os estudos sobre coinfec¢@es Schistosoma-Leishmania sdo
de carater transversal ou comecaram ap0s o estabelecimento das duas infeccdes,
impossibilitando determinar a sequéncia de infeccéo e fase das doencas, além de ndo excluir a
presenca de outras infecgfes. Com isso em mente, essas restrigdes podem ser contornadas com
0 uso de modelos experimentais, permitindo um novo entendimento do impacto e dos

mecanismos envolvidos nas alteracGes vistas durante a coinfec¢do Schistosoma-Leishmania.

2.3.1.2 A coinfeccdo Schistosoma-Leishmania em modelos experimentais

De fato, o uso de animais experimentais tem fornecido respostas sobre alguns
mecanismos envolvidos na interacdo entre S. mansoni e Leishmania spp., tanto in vivo quanto
in vitro. No entanto, esses estudos ainda sdo relativamente escassos e limitados a somente

algumas espécies de Leishmania spp.

Existem evidéncias experimentais de que a patogénese da leishmaniose tegumentar
murina seja alterada pela presenca de S. mansoni. O primeiro estudo da coinfeccao experimental
com esses dois parasitos envolveu a infeccdo de camundongos néo-isogénicos com amastigotas
de L. mexicana 8 semanas apds a infeccdo com S. mansoni, o que resultou em aparecimento
mais precoce das lesbes cutdneas em comparacdo a animais infectados somente com L.
mexicana (Coelho et al. 1980). Ja a infeccdo com L. major 2 semanas apos a infecgédo por S.
mansoni em camundongos C57BL/6 gerou lesdes maiores, mas de crescimento lento e
resolucéo tardia (la Flamme et al. 2002). De forma similar, a coinfec¢do concomitante com L.
major e S. mansoni em camundongos BALB/c promoveu lesdes cutaneas maiores, mas

ocasionou menor mortalidade do que no grupo somente com S. mansoni (Yole et al. 2007).

Por outro lado, também ha estudos nos quais ndo se observou mudangca no
desenvolvimento da leishmaniose tegumentar murina quando em associacdo com a
esquistossomose. A coinfeccdo simultanea (Khayeka—\Wandabwa et al. 2013) ou a infecgéo
com L. major apds 8 semanas da infec¢do com S. mansoni (Yoshida et al. 1999) ndo impactou
o desenvolvimento de lesBes tanto em camundongos BALB/c, com lesdes cronicas, quanto tem
C57BL/6, com lesbes autolimitadas. E possivel que os resultados conflitantes sobre a influéncia

na patogénese da leishmaniose tegumentar nos trabalhos aqui citados possam ser atribuidos a
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diferencas em cargas parasitarias, tempo em que ocorreu a coinfeccdo e linhagem de

camundongo utilizada, além de espécie e cepa dos parasitos, resumidos na tabela 1.
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Tabela 1. Resumo do delineamento de artigos de coinfeccdo experimental entre S. mansoni e Leishmania spp. causadoras de leishmaniose tegumentar.

Trabalho Linhagem de Cepa de S. Carga de S. Leishmania Carga de Periodo da AlteracGes em lesdes de

camundongo  mansoni mansoni sp. e cepa Leishmania  coinfecgéo leishmaniose

sp. tegumentar

Coelho et al. Né&o Cepa LE 70 cercarias L. mexicana 1x108 8 semanas ap6s Menor  periodo  de
1980 iSogénicos (L v22) amastigotas  S. mansoni incubacéo
Yoshida et al. BALB/c & Cepa de Porto 20 cercérias L. major 4x10’ 8 semanas ap6s Sem alteracdes
1999 C57BL/6 Rico (5ASKH) promastigotas S. mansoni
la Flamme et al. C57BL/6 Cepa de Porto 70 cercarias L. major (FN) 5x10° 2 semanas ap0s LesBes maiores e maior
2002 Rico promastigotas S. mansoni tempo para resolucéo
Yole et al. C57BL/6 Isolado do 150 L. major 3x10° Concomitante  Lesfes maiores
2007 Quénia cercarias (NLB-144) promastigotas
Khayeka- BALB/c Cepa KEN- 70cercérias L. major 1x10° Concomitante  Sem alteracOes
Wandabwa et al. lab (NLB-144) promastigotas

2013

Fonte: elaborado pelo autor.
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Todavia, mesmo os trabalhos que ndo mostraram mudanca na patogénese evidenciaram
alteracdes em outros aspectos, principalmente resposta imune e tratamento. A expressdo de
MRNA de IL-4 em cultura de linfonodo popliteo, presente em camundongos BALB/c
monoinfectados com L. major, é diminuida na coinfeccdo, a0 mesmo passo que ha o aumento
de mMRNA de IL-10 (Yoshida et al. 1999). Em camundongos C57BL/6 e BALB/c coinfectados,
também houve aumento in vivo da carga parasitaria de L. major (la Flamme et al. 2002,
Khayeka—Wandabwa et al. 2013). Além disso, também foi observado que macrofagos
peritoneais recuperados de camundongos na fase aguda da esquistossomose apresentaram
menor capacidade de responder a estimulacdo com IFN-y, levando a baixa produgdo de 6xido
nitrico e inaptiddo em matar amastigotas de L. major in vitro (la Flamme et al. 2002). Além de
alteracdes na resposta imune, também foi evidenciada, em camundongos BALB/c coinfectados
com L. major e S. mansoni, uma piora na resposta ao tratamento monoterapico com

estibogluconato de sddio ou com Praziquantel (Khayeka—Wandabwa et al. 2013).

De forma similar do que em humanos, os efeitos da leishmaniose tegumentar na
esquistossomose experimental também sdo menos conhecidos. Parece ndo haver alteragcdo na
carga parasitaria de S. mansoni, tanto na recuperacédo de vermes adultos quanto de ovos retidos
no figado durante coinfec¢do com L. major (la Flamme et al. 2002, Khayeka—\Wandabwa et al.
2013). Contudo, a lesdo hepética parece ser menos exacerbada em camundongos coinfectados,
assim como ndo h& tanto aumento dos linfonodos mesentéricos, resultando numa menor
mortalidade de animais coinfectados em comparacao aos monoinfectados por S. mansoni (Yole
et al. 2007).

Em relacdo a associacdo de esquistossomose e leishmaniose visceral, a literatura ainda
¢ mais escassa. Em camundongos C57BL/6 infectados simultaneamente, os granulomas
periovulares provocados por S. mansoni fornecem um ambiente favoravel a proliferacdo de
amastigotas de L. donovani, resultando em um aumento de carga parasitaria (Hassan et al.
2006). Entretanto, o aspecto dos granulomas hepaticos permaneceu inalterado na coinfeccéo,
assim como a carga parasitaria de S. mansoni (Hassan et al. 2006). Trabalhos com o uso de
hamster sirio mostraram que a coinfeccdo entre S. mansoni e L. infantum levou a aumento de

IgE sérico e mudanca na morfologia de granulomas (Mangoud et al. 1997, 1998).

Com isso, fica claro que existem lacunas significativas no conhecimento sobre as
coinfecgdes Schistosoma-Leishmania. Estudos mais detalhados precisam ser realizados para
entender melhor as consequéncias e possiveis mecanismos envolvidos, inclusive com espécies

de Leishmania spp. ainda ndo utilizadas nessa coinfec¢do. Entre elas, esta L. amazonensis, 0
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principal agente etioldgico de leishmaniose difusa no Brasil (Barrientos 1948, Barral et al.
1991).

Estudos anteriores do nosso grupo (Camelo-Janior 2019) mostraram gque macréfagos
derivados de medula dssea recuperados de camundongos na fase aguda postural da
esquistossomose foram o0s mais permissivos a proliferacdo de L. amazonensis quando
comparados a macréfagos de animais ndo infectados ou em outras fases da infecgdo por S.
mansoni. Além disso, Thorstenberg et al. (2024) mostraram que mudancas na sinalizagdo de
receptores purinicos causadas em macrofagos durante a infeccdo aguda de S. mansoni
diminuem a capacidade de resposta a L. amazonensis. Portanto, essa fase da infecgdo foi
escolhida para dar seguimento nos experimentos aqui descritos a fim de explorar mais a fundo
0 parasitismo e imunopatogénese da leishmaniose tegumentar durante a coinfecc¢do S. mansoni-

L. amazonensis.
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3 JUSTIFICATIVA

A esquistossomose e as leishmanioses sdo doencas crbnicas e debilitantes que,
individualmente, tem grande impacto negativo para saude publica, principalmente em
populacdes que vivem em areas subdesenvolvidas de regides tropicais e subtropicais do mundo.
A sobreposicdo das areas de transmissdo de esquistossomose e de leishmanioses expde quem
vive ou visita essas regides ao risco da coinfecgdo. O fato de existirem relatos de coinfeccao

Schistosoma-Leishmania ndo sé no Brasil alicerca ainda mais isso como realidade.

Contudo, ndo temos estudos que revelem as areas de maior risco de coinfeccdo na
populacdo humana ou mesmo que avaliem a prevaléncia de casos em que esses parasitos estdo
presentes concomitantemente na populacdo. Em algumas areas, como em comunidades rurais
do municipio de Januéria, estudos revelam que 51% de pacientes com esquistossomose
apresentavam historico de LTA (Miranda et al., 2021), o que ilustra a gravidade da situacdo
para algumas regides. E necessario considerar também, que ambas as infeccdes tém carater
cronico e sdo transmitidas em vastas areas no Brasil, além de que alteragBes na resposta imune
por elas causadas podem perdurar mesmo depois da cura (Roberts et al. 1993, Newlove et al.
2011, Miranda et al. 2021).

Além da situacdo epidemiologica, ainda ha diversas lacunas na literatura quanto as
consequéncias da coinfeccdo Schistosoma-Leishmania. EXxistem evidéncias de que a
esquistossomose afeta negativamente o tratamento, sintomas, desfecho clinico e resposta imune
da leishmaniose tegumentar e visceral em humanos, assim como é mais frequente a infeccéo
por S. mansoni em quem jateve LTA (O’Neal et al. 2007, Unger et al. 2009, Bafica et al. 2011,
2012, Newlove et al. 2011, Cota et al. 2012, Lopes et al. 2014, 2018, 2019, Azeredo-Coutinho
et al. 2016, Paran 2018, Gregorio et al. 2019, Miranda et al. 2021). Em modelos experimentais,
apesar de alguns resultados conflitantes, ha indicacdo de que ocorra maior susceptibilidade a
infeccdo por L. major, L. amazonensis, L. donovani e L. infantum, assim como piora clinica dos
animais quando existe coinfecg¢do (Coelho et al. 1980, Mangoud et al. 1997, 1998, la Flamme
et al. 2002, Hassan et al. 2006, Yole et al. 2007, Thorstenberg et al. 2024).

Adicionalmente a problematica exposta, muito pouco foi abordado sobre o impacto da
infeccdo por S. mansoni sobre L. amazonensis, o principal agente etioldgico de leishmaniose
difusa no Brasil (Barrientos 1948, Barral et al. 1991). Logo, é de extrema importancia que

comece a ser esclarecido o perfil epidemioldgico das coinfec¢bes Schistosoma-Leishmania,
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assim como os impactos da esquistossomose na LTA causada por L. amazonensis, assim como

os efeitos da leishmaniose tegumentar experimental na esquistossomose.

Assim, o presente estudo, primeiramente, utilizou de ferramentas de analise espacial
para determinar regides coendémicas para esquistossomose e leishmaniose tegumentar. Apesar
do perfil focal dessas doencas (Chadeka et al. 2017, Gomes et al. 2018, Zeb et al. 2021, Coelho
et al. 2021), é provavel que existam &reas em paises endémicos onde h& transmissdo
concomitante dos dois parasitos. Em um segundo momento, foi avaliado como a coinfecgéo
experimental por S. mansoni e L. amazonensis afeta ambas as doencas. Levando em
consideracdo a literatura aqui discutida, é possivel que, por alteracdo do ambiente imune
provocada pela infecgdo por S. mansoni, 0s mecanismos envolvidos na patogénese por L.

amazonensis sejam modulados, levando a alteraces nas lesfes cutineas e na carga parasitaria.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Analisar a ocorréncia e distribuicdo de areas potencialmente coendémicas para
esquistossomose e leishmaniose tegumentar e o impacto da coinfec¢do por S. mansoni na

patologia, parasitismo e imunologia da infecgdo experimental por L. amazonensis.

4.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos desta tese foram divididos em duas secdes para melhor

exploracdo de cada tema individualmente.

4.2.1 Objetivos especificos — capitulo 1

e Determinar quais paises podem ser classificados como coendémicos para leishmaniose
tegumentar e esquistossomose;

e Verificar a dependéncia espacial entre casos de leishmaniose tegumentar e
esquistossomose em Minas Gerais;

e ldentificar areas onde pode ser mais provavel que haja transmissao concomitante de

leishmaniose tegumentar e esquistossomose em Minas Gerais.

4.2.2 Objetivos especificos — capitulo 2

e Identificar alteragdes nas manifestagdes clinico-patolégicas da leishmaniose tegumentar
e da esquistossomose em camundongos BALB/c previamente infectados por S. mansoni

e coinfectados por L. amazonensis;
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e Evidenciar possiveis alteraces na carga parasitaria de L. amazonensis e S. mansoni em
camundongos BALB/c previamente infectados por S. mansoni e coinfectados por L.
amazonensis;

e Avaliar comparativamente alteracdes da resposta imune nos sitios de infeccdo por L.
amazonensis em camundongos BALB/c previamente infectados por S. mansoni em
relacdo aos animais monoinfectados por L. amazonensis;

e Explorar a participagdo in vivo de macrofagos de camundongos na fase aguda da

esquistossomose a infeccdo por L. amazonensis.
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Analise espacial da distribuicéo de areas com potencial coendémico para

esquistossomose e leishmaniose tegumentar
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RESUMO

A esquistossomose e a leishmaniose tegumentar, apesar de causadas por agentes etioldgicos
muito distintos, sdo ambas transmitidas em regides tropicais e subtropicais e podem,
simultaneamente, impactar as mesmas areas. Individuos coinfectados mostram resposta ao
tratamento insatisfatoria, além de aumento em respostas regulatorias e susceptibilidade a
infeccdo. Contudo, nenhum estudo determinou onde coinfec¢es Schistosoma-Leishmania
provavelmente acontecem. Para isso, dados do The Global Health Observatory foram coletados
para determinar a endemicidade de esquistossomose, leishmaniose tegumentar ou ambas
mundialmente. Quarenta paises sdo coendémicos para esquistossomose e leishmaniose
tegumentar, com 23 deles apresentando transmissao ativa de ambas, sendo estes localizados na
Africa, América do Sul e Sudoeste Asiatico. Para determinar areas coendémicas em uma regido
conhecidamente endémica para leishmaniose tegumentar americana (LTA) e esquistossomose,
0 estado de Minas Gerais, Brasil, foi selecionado como modelo. Um estudo ecoldgico foi
conduzido utilizando casos confirmados de LTA e esquistossomose informados no Sistema de
Informacéo de Agravos de Notificagdo (SINAN) e no Sistema de Informacdo do Programa de
Controle da Esquistossomose (SISPCE) entre 2013 e 2017, utilizando analises globais e locais
de indicadores de associacao espacial (LISA). No periodo analisado, uma média de 1.248,2
casos de LTA e 11.692,2 casos de esquistossomose foram relatados anualmente em Minas
Gerais. Foram identificados 61 municipios como nucleos de agrupamentos de alta incidéncia
tanto para esquistossomose quanto para LTA simultaneamente, principalmente na microrregido
de Caratinga. Sobrepondo ambas as analises de LISA bivariadas, sete hotspots coendémicos
foram identificados em Minas Gerais, distribuidos nas mesorregides do Norte de Minas,
Jequitinhonha, Vale do Mucuri, Vale do Rio Doce, Zona da Mata e Mesorregido Metropolitana
de Belo Horizonte. Logo, coinfeccdes entre Schistosoma spp. e Leishmania spp. devem ser um
topico de interesse para elaboracdo de estratégias de tratamento e controle de ambos os parasitos
em uma parte significativa das areas endémica. Analise de LISA bivariada se apresenta como
uma ferramenta Util para indicar onde casos de esquistossomose-LTA podem ocorrer mais
frequentemente. Andlises similares podem ser Uteis para elaboracdo de politicas publicas e
melhor atendimento de pacientes com LTA ou esquistossomose, assim como indicar areas onde

grupos de estudos podem atuar para investigar os impactos dessa coinfeccao.

Palavras-chave: Schistosoma; Leishmania; doengas tropicais negligenciadas; coinfecgéo;

coendemicidade.
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5.1 Material e métodos — capitulo 1

5.1.1 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado a partir de dados secundarios presentes em bancos de dados de
dominio publico. As variaveis utilizadas ndo permitem a identificacdo ou localizagdo dos
individuos cujos casos foram aqui contabilizados. Sendo assim, ndo houve necessidade de
submissdo deste trabalho ao Comité de Etica em Pesquisa conforme a resolucio n° 510 de 07
de abril de 2016 do Conselho Nacional de Saude.

5.1.2 Avaliacdo de paises coendémicos

Dados da endemicidade de esquistossomose e leishmaniose tegumentar por pais no ano
de 2022 foram coletados no The Global Health Observatory da OMS. Para a esquistossomose,
foram considerados como tendo transmissdo ativa 0s paises que apresentaram a classificacdo
de “requer quimioterapia preventiva”, enquanto os classificados como “ndo requer
quimioterapia preventiva”, “estado da transmissdo a ser determinado” Ou “interrupc¢do da
transmissdo a ser confirmada” foram considerados endémicos, mas sem definicdo de
transmisséo ativa. Para a leishmaniose tegumentar, foram considerados com transmisséo ativa
os paises que apresentaram a classificagdo de “endémico”. Para ser considerado coendémico,
um territério deveria estar listado como endémico tanto para esquistossomose quanto para
leishmaniose tegumentar no ano de 2022 segundo o The Global Health Observatory. Um mapa
caracterizando a endemicidade para cada pais foi criado utilizando o programa QGIS versdo
3.22.3.
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5.1.3 Determinacdo de areas coendémicas em Minas Gerais

5.1.3.1 Area de estudo

Brasil € o 5° maior pais em area, ocupando a maior parte da América do Sul, entre as
latitudes 05°16'19" N e 33°45'07" S, e longitudes 34°47'34" e 73°59'26" W. Em 2020, a
populacdo estimada do Pais foi 211.755.692 habitantes. O Pais é dividido em 26 estados e 0
Distrito Federal. O Estado de Minas Gerais é localizado na Regido Sudeste, entre as latitudes
14°13'58" e 22°54°00" S, e as longitudes 39°51'32"e 51°02'35" W. O estado possui 853
municipios (unidade analitica deste estudo), divididos em 12 mesorregies e 66 microrregides
(figura 12).
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Figura 12. O Estado de Minas Gerais, Brasil. (A) Mapa do Brasil e suas unidades da federacdo, com o
Estado de Minas Gerais salientado em preto. (B) Mapa de Minas Gerais e suas mesorregifes. 1: Campos
das Vertentes. 2: Central Mineira. 3: Jequitinhonha. 4. Mesorregido Metropolitana de Belo Horizonte.
5: Noroeste de Minas. 6: Norte de Minas. 7: Oeste de Minas. 8: Sul de Minas. 9: Tridngulo Mineiro. 10:
Vale do Mucuri. 11: Vale do Rio Doce. 12: Zona da Mata. Fonte: elaborado pelo autor.
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5.1.3.2 Delineamento epidemioldgico e bases de dados

Um estudo ecoldgico foi conduzido considerando todos os casos confirmados de LTA
e esquistossomose entre 0s anos de 2013 e 2017. Casos autoctones confirmados de LTA foram
recuperados do Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN), enquanto 0s casos
de esquistossomose foram recuperados tanto do SINAN, no qual séo informados casos graves
e casos de reas ndo endémicas, e do Sistema de Informacdo do Programa de Vigilancia e
Controle da Esquistossomose (SISPCE), no qual sdo reportados casos ndo graves de areas
endémicas (Brasil 2023), conforme ilustra a figura 13. Como unidade analitica, foram definidos
0s municipios de Minas Gerais. Casos importados de outros paises ou unidades da federacéo
ou sem registro de municipio de residéncia ndo foram considerados para o presente estudo. Os
poligonos dos mapas utilizados foram obtidos de base publica do Portal de Mapas do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Dados populacionais para cada municipio foram
obtidos segundo o Censo 2010, disponivel no Sistema IBGE de Recuperacdo Automaética
(SIDRA).
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Figura 13. Fluxograma para a notificacdo de caso confirmado de esquistossomose. Sinan: Sistema de
Informagdo de Agravos de Notificagdo. SISPCE: Sistema de Informacéo do Programa de Vigilancia e
Controle da Esquistossomose. Fonte: Brasil, 2023.
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5.1.3.3 Analise espacial

A incidéncia (LTA) e prevaléncia (esquistossomose) médias por 100 mil habitantes, de
acordo com o Censo 2010, foram calculadas para cada municipio e reestimada utilizando
suavizacdo Bayesiana empirica espacial. A partir de uma matriz de contiguidade do tipo rainha,
a vizinhanca de cada municipio foi determinada, utilizando critério de vizinhanca de primeira
ordem (Oyana & Margai 2016). As andlises foram feitas no programa GeoDa versdo 1.20

(ASU, GeoDa Center for Geospatial Analysis and Computation, Arizona, EUA).

Para verificar a distribuicdo e agrupamento de casos de LTA e esquistossomose, 0S
indices Globais de Moran univariados foram calculados (Moran 1948), indicando se a
distribuicdo de casos na area de estudo é dispersa, agrupada ou aleatéria. Para examinar a
dependéncia espacial entre LTA e esquistossomose, os Indices Globais de Moran bivariados
foram calculados. Posteriormente, analise de Indicadores Locais de Associacdo Espacial
(LISA) univariada (Anselin 1995) foi realizada para determinar a localizacdo de aglomerados
de esquistossomose e LTA separadamente, método que possibilita a associa¢ao entre o valor de
uma varidvel em uma unidade analitica (prevaléncia/incidéncia média suavizada de
esquistossomose ou LTA) e a sua defasagem espacial (média da variavel na vizinhanga). Areas
coendémicas para esquistossomose e LTA foram identificadas por LISA bivariada, que permite
a identificacdo de unidades analiticas nas quais o valor de uma variavel é positiva ou
negativamente associado a defasagem espacial de outra variavel (Anselin 1995), indicando
aglomerados de alta taxa de incidéncia/prevaléncia (high-high cluster), baixa
incidéncia/prevaléncia (low-low cluster) e outliers espaciais (high-low e low-high), ou seja,
aglomerados onde a unidade analitica possui alto valor, enquanto a vizinhanga possui baixos
valores e vice-versa. Como os ciclos de transmissdo de esquistossomose e LTA sdo
relativamente independentes, as analises bivariadas foram executadas duas vezes, associando a
taxa de incidéncia de LTA em relacdo a taxa de prevaléncia da esquistossomose na vizinhanca
e vice-versa. Aglomerados significativos foram estabelecidos dado o valor de p < 0,05. Os

mapas foram criados utilizando o programa QGIS versédo 3.22.3.
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5.2 Resultados — Capitulo 1

5.2.1 Identificacdo de paises endémicos para esquistossomose e para leishmanioses no

mundo

Com base nos dados obtidos no The Global Health Observatory, um total de 40 paises
puderam ser classificados como coendémicos para esquistossomose e leishmaniose tegumentar.
Como se pode observar na figura 14, os paises com relatos de transmissdo de esquistossomose
e de LTA foram amplamente distribuidos no mundo, mas com predominio nas regides tropicais
e subtropicais, principalmente considerando 0s paises coendémicos que requerem

guimioterapia preventiva para esquistossomose.

Contudo, muitos dos paises considerados coendémicos nesta avaliagdo, incluindo
gigantes populacionais, como india e China, ndo apresentam transmissdo de esquistossomose
em niveis que justifiguem o uso de tratamento em massa (WHO 2020, 2022) e,
consequentemente, o0 risco de coinfeccdo nesses paises pode ser relativamente mais baixo.
Entretanto, o ilustrado na figura 14 também revela que 23 paises que apresentavam transmissao
ativa de leishmaniose tegumentar também requereram quimioterapia preventiva para
esquistossomose em 2022. Esses paises coendémicos foram situados na América do Sul, Africa
e Sudoeste Asiatico, sendo regides que, potencialmente, possuem maior chance de apresentar

casos de coinfecgdo Schistosoma-Leishmania.
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Figura 14. Paises coendémicos para esquistossomose e leishmaniose tegumentar de acordo com dados
do ano de 2022. QP: quimioterapia preventiva. Mapa criado por meio de sobreposicdo de paises
endémicos para esquistossomose e leishmaniose tegumentar a partir de dados disponiveis no The Global
Health Observatory. Fonte: elaborado pelo autor.

Na figura 14, pode-se verificar que a Africa foi o continente onde houve o maior niimero
de paises com transmissdo ativa das duas parasitoses. No Norte da Africa, os paises
coendémicos para esquistossomose e leishmaniose tegumentar foram Egito e Suddo, assim
como Cote d’Ivoire, Niger e Senegal, na Africa Ocidental, Camarbes, Chade e Republica
Democratica do Congo, na Africa Central, Eritreia, Etiopia e Quénia, na Africa Oriental.
Burquina Fasso, Gana, Guiné, Guiné-Bissau, Mali e Nigéria, na Africa Ocidental, e Namibia,
no Sul da Africa também apareceram como areas de coendemicidade para essas parasitoses.
Além da Africa, 1émen, no Sudoeste Asiatico, e Brasil e Venezuela, na América do Sul,
apresentaram transmissio das duas parasitoses simultaneamente. E necessério, contudo,
considerar que a transmissdo de carater focal desses parasitos pode dificultar a ocorréncia de
coinfeccdes dentro das regides endémicas. Dessa forma, foram detalhados, a nivel municipal,

os dados de transmissao de esquistossomose e de leishmaniose tegumentar no estado de Minas
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Gerais, Brasil, para poder melhor investigar localidades com maior probabilidade de ocorréncia

casos de coinfeccdo entre S. mansoni e espécies dermotrdpicas de Leishmania spp.

5.2.2 Determinacao de areas coendémicas para esquistossomose e LTA no estado de Minas

Gerais

Entre 2013 e 2017, Minas Gerais apresentou 6.241 casos de LTA e 54.496 casos de
esquistossomose (tabela 2), sendo 71,1% destes reportados no SISPCE, indicando que a maioria
dos casos de esquistossomose no periodo consistiu em manifestacdes sdo severas provenientes

de areas endémicas.

Tabela 2. Casos de LTA e esquistossomose no estado de Minas Gerais, Brasil, entre 2013 e 2017.

LTA Esquistossomose
Base de dados SINAN SINAN SISPCE Total*
Tipo de busca Busca ativa  Busca passiva
NUmero de casos 6.241 15.771 20.606 18.119 54.496

“Total de casos de esquistossomose determinados pela soma de casos notificados pelo SINAN e pelo
SISPCE no periodo analisado. LTA: leishmaniose tegumentar americana. SINAN: Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo. SISPCE: Sistema de Informagdo do Programa de Vigilancia e
Controle da Esquistossomose. Fonte: elaborado pelo autor.

A distribuicdo espacial das taxas de incidéncia e prevaléncia suavizadas é
apresentada na figura 15. Os municipios com as maiores taxas de incidéncias médias suavizadas
de LTA (figura 15A) foram identificados nas mesorregides do Norte de Minas (Sao Jodo das
Missbes e Sdo Jodo do Pacui), Zona da Mata (Simonésia) e Vale do Rio Doce (Ubaporanga e
Piedade de Caratinga), enquanto 0s com maiores taxas para esquistossomose (figura 15B) se
encontram nas mesorregides do Vale do Rio Doce (Carmésia, Taparuba e Ipanema), Vale do

Mucuri (Franciscopolis) e Zona da Mata (Porto Firme).
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Figura 15. Taxa de incidéncia média de leishmaniose tegumentar e prevaléncia média esquistossomose
por 100 mil habitantes em Minas Gerais, Brasil, entre 2013 e 2017. (A) Leishmaniose tegumentar
americana. (B) Esquistossomose. LTA: leishmaniose tegumentar americana. Elaborado com dados
reportados nas bases do SINAN e SISPCE Fonte: elaborado pelo autor.

Enquanto algumas areas apresentaram altas incidéncias apenas para LTA, como
Noroeste de Minas e Central Mineira, outras regides mostraram um perfil similar de baixas ou
altas incidéncias e prevaléncias de ambas as doengas. As mesorregides do Triangulo Mineiro,
Sul de Minas, Oeste de Minas e Campos das Vertentes foram majoritariamente compostas de
municipios com baixa incidéncia de LTA e baixa prevaléncia de esquistossomose. Por outro
lado, Norte de Minas, Jequitinhonha, Vale do Mucuri, Mesorregido Metropolitana de Belo
Horizonte, Vale do Rio Doce e Zona da Mata foram as mesorregides onde a maior parte dos

municipios com altas incidéncias e prevaléncias das duas doencas foram localizados.

Para verificar dependéncia espacial, foram feitas analises dos indices Globais de Moran
(1) univariados, cujos resultados sdo mostrados na tabela 3. A distribuicdo de casos de LTA
apresentou uma autocorrelacéo relativamente forte (I = 0,567) em Minas Gerais, enquanto a
autocorrelagio de casos de esquistossomose foi mais fraca (I = 0,132). Ja os indices Globais de
Moran bivariados, relacionando casos de LTA com casos de esquistossomose e vice-versa,
apesar de fracos (I = 0,127 e 0,124, respectivamente), sugerem que a ocorréncia das duas

doencas apresenta certa codependéncia espacial em Minas Gerais.
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Tabela 3. Estatisticas de indices Globais de Moran para LTA e esquistossomose no estado de Minas
Gerais, Brasil, entre 2013 e 2017.

Anélise/doenca I Valor de p* Valor de Z
Anélise univariada

LTA 0,567 0,001 27,103
Esquistossomose 0,132 0,001 7,235
Anélise bivariada

LTA/Esquistossomose 0,127 0,001 8,479
Esquistossomose/LTA 0,124 0,001 8,301
*Pseudo-valor de p obtido de 999 permutacBes. I: indice Global de Moran. LTA: leishmaniose

tegumentar americana. Fonte: elaborado pelo autor.

Para avaliar a ocorréncia de agrupamentos localizados apresentando correlagao espacial
entre a incidéncia de LTA e a prevaléncia de esquistossomose separadamente, analise de LISA
univariada foi realizada, e os mapas sdo mostrados na figura 16. A figura 16A ilustra
agrupamentos de incidéncia de LTA, indicando as mesorregides do Tridngulo Mineiro, Sul de
Minas, Campos das Vertentes e Zona da Mata como predominantemente compostas por
agrupamentos low-low, ou seja, areas de baixa incidéncia de LTA. Nessa analise, 66 municipios
foram classificados como nucleos de agrupamentos high-high, de alta incidéncia, para LTA,
distribuidos ao longo do Noroeste de Minas, Norte de Minas, Jequitinhonha, Central Mineira,
Mesorregido Metropolitana de Belo Horizonte, Vale do Rio Doce e Zona da Mata. Na figura
16B, que apresenta os aglomerados de incidéncia de esquistossomose, 0s municipios das
mesorregides do Triangulo Mineiro, Campos das Vertentes e Sul de Minas também foram, em
boa parte, agrupamentos de baixa prevaléncia; além disso, as mesorregides do Noroeste de
Minas e Central Mineira também sdo principalmente compostas por agrupamentos low-low.
Andlise de LISA evidenciou a existéncia de 41 agrupamentos de alta prevaléncia de
esquistossomose, cujos municipios centrais estdo localizados nas mesorregides do
Jequitinhonha, Vale do Mucuri, Vale do Rio Doce, Mesorregido Metropolitana de Belo
Horizonte e Zona da Mata. Ademais, 13 agrupamentos high-high, localizados no Vale do Rio
Doce e na Zona da Mata, foram comuns a ambas as anélises, listados na tabela 4.



64

A B
Agrupamentos de LTA Agrupamentos de esquistossomose
— Mesorregiao —— Mesorregiao
—— Municipio — Municipio
[] N&o significativo [_] N&o significativo
Il High-high Il High-high
Il Low-low Il Low-low
[ Low-high [ Low-high

0 100 200 km
L —

Figura 16. Mapas de agrupamentos de LISA univariados de leishmaniose tegumentar e esquistossomose
em Minas Gerais, Brasil, de 2013 a 2017. (A) Agrupamentos de taxa de incidéncia suavizada de LTA.
(B) Agrupamentos de taxa de prevaléncia suavizada de esquistossomose. Em vermelho e azul, estdo
representados nucleos de agrupamentos de alta incidéncia/prevaléncia (high-high) e baixa
incidéncia/prevaléncia (low-low) respectivamente, enquanto em azul claro estéo outliers espaciais, de
baixa incidéncia/prevaléncia com vizinhanca de alta incidéncia/prevaléncia (low-high). LTA:
leishmaniose tegumentar americana. Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 4. Agrupamentos de alta incidéncia de LTA e prevaléncia de esquistossomose no estado de Minas
Gerais, 2013-2017, obtidos na analise univariada de autocorrelagédo espacial.

Mesorregido Microrregido Municipio Valor de p*
Vale do Rio Doce Caratinga Caratinga 0,001
Dom Cavati 0,045
lapu 0,048
Imbé de Minas 0,017
Inhapim 0,020
S&o Domingo das Dores 0,016
Sao Sebastido do Anta 0,021
Ubaporanga 0,019
Aimorés Ipanema 0,011
Zona da Mata Manhuagu Reduto 0,047
Santa Barbara do Leste 0,036
Santana do Manhuagu 0,014
Simonésia 0,011

*Pseudo-valor de p obtido de 999 permutacbes, sendo apresentado o valor mais alto entre as duas
andlises univariadas. LTA: leishmaniose tegumentar americana. Fonte: elaborado pelo autor.
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Além dos agrupamentos high-high em comum, a proximidade de alguns dos
agrupamentos entre as diferentes analises univariadas, especialmente nas mesorregides do Vale
do Rio Doce e Zona da Mata, sugerem a ocorréncia de agrupamentos de altas incidéncias e
prevaléncias de LTA e esquistossomose concomitantemente. Para checar a veracidade disso,
foi realizada analise de LISA bivariada. Em Minas Gerais, apesar dos baixos Indices Globais
de Moran Bivariados (tabela 3), existem agrupamentos (figura 17) de municipios com altas
taxas de incidéncia de LTA cercados de vizinhos com altas taxas de prevaléncia de
esquistossomose (figura 17A), assim como municipios de alta prevaléncia de esquistossomose
com vizinhos de alta incidéncia de LTA (figura 17B). A maior parte dos municipios do
Triangulo Mineiro, Sul de Minas e Campos das Vertentes, contudo, permaneceram como

agrupamentos low-low devido a baixa incidéncia das duas doencas.

A B
Agrupamentos LTA x esquistossomose Agrupamentos esquistossomose x LTA
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Figura 17. Mapas de aglomerados de LISA bivariados entre leishmaniose tegumentar e esquistossomose
em Minas Gerais, Brasil, entre 2013 e 2017. (A) Taxa de incidéncia de LTA suavizada de um municipio
em relacdo as taxas de prevaléncia de esquistossomose suavizadas da sua vizinhanca. (B) Taxa de
prevaléncia de esquistossomose suavizada de um municipio em relacdo as taxas de incidéncia de LTA
suavizadas de sua vizinhanca. Vermelho e azul representam nucleos de agrupamentos high-high e low-
low, respectivamente, enquanto rosa e azul claro representam outliers espaciais high-low e low-high.
Fonte: elaborado pelo autor.

Entre as duas analises, um nimero consideravel de agrupamentos low-high pode ser
observado nas mesorregides do Noroeste de Minas, Norte de Minas, Central Mineira,
Jequitinhonha, Vale do Rio Doce, Zona da Mata e Mesorregido Metropolitana de Belo
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Horizonte, indicando que mesmo municipios com baixas incidéncias de LTA ou de baixas
prevaléncias de esquistossomose sao cercados de vizinhos com alta incidéncia ou prevaléncia
da outra doenga. O evidente conjunto de agrupamentos high-low no Noroeste de Minas na
anélise de LTA por esquistossomose sdo consistentes com o fato dessa area ser composta por
um ndmero grande municipios com alta incidéncia de LTA (figura 15A) e de agrupamentos
high-high de LTA (figura 16A), mas de prevaléncia relativamente baixa de esquistossomose
(figuras 15B, 16B).

Mais importante é notar que 61 municipios foram identificados como nucleos de
agrupamentos high-high, correspondendo a 7,15% dos municipios do estado de Minas Gerais.
Destes, 40 sdo agrupamentos high-high provenientes da analise LTA por esquistossomose, e 34
da analise esquistossomose por LTA, sendo 13 agrupamentos presentes em ambas as analises
(tabela 5). Esses 13 municipios comuns as duas analises bivariadas sdo os mesmos que se
sobrepuseram nas analises univariadas, listados anteriormente na tabela 4, o que, mais uma vez,

aponta-os como areas onde coinfec¢fes sdo mais provaveis.

Tabela 5. Agrupamentos high-high obtidos em analises bivariadas de associacao espacial entre LTA e
esquistossomose.

(continua)
Mesorregido Microrregiao Municipio Analise  Valor de p*
Norte de Minas Januaria Conego Marinho E/L 0,001
Januaria E/L 0,009
Salinas Indaiabira E/L 0,036
Montezuma E/L 0,027
Séo Jodo do Paraiso E/L 0,050
Vargem Grande do L/E 0,027
Rio Pardo
Jequitinhonha Almenara Almenara E/L 0,043
Araguai Aracuai L/E 0,031
Carai L/E 0,031
Novo Cruzeiro L/E 0,025
Padre Paraiso L/E 0,046
Capelinha Capelinha L/E 0,045
Vale do Mucuri Teofilo Otoni Ataleia L/E 0,022
Frei Gaspar L/E 0,006
Itaipé L/E 0,019
Ladainha L/E 0,039

Malacacheta L/E 0,007



67

Tabela 5. Agrupamentos high-high obtidos em analises bivariadas de associacéo espacial entre LTA e

esqu istossomose.

(continuag&o)

Mesorregido Microrregiao Municipio Analise  Valor de p*
Vale do Mucuri Tedfilo Otoni Ouro Verde de L/E 0,028
Minas
Poté L/E 0,007
Setubinha L/E 0,043
Teofilo Otoni L/E 0,021
Vale do Rio Doce Caratinga Bom Jesus do Galho E/L 0,008
Caratinga Ambas 0,019
Corrego Novo E/L 0,032
Dom Cavati Ambas 0,045
Entre-Folhas E/L 0,036
lapu Ambas 0,048
Imbé de Minas Ambas 0,017
Inhapim Ambas 0,020
Piedade de E/L 0,001
Caratinga
Santa Rita de Minas E/L 0,013
Sdo Domingo das Ambas 0,016
Dores
Sdo Sebastido do Ambas 0,021
Anta
Ubaporanga Ambas 0,019
Aimores Alvarenga L/E 0,025
Conceigdo de L/E 0,008
Ipanema
Ipanema Ambas 0,011
Mutum L/E 0,013
Governador Itambacuri L/E 0,014
Valadares
Pecanha Agua Boa L/E 0,012
Metropolitana de Conceicdo do Mato  Conceig¢do do Mato L/E 0,002
Belo Horizonte Dentro Dentro
Serro E/L 0,047
Itabira Dionisio E/L 0,030
Zona da Mata Manhuagu Alto Caparad E/L 0,007
Alto Jequitiba E/L 0,003
Chalé L/E 0,032
Durandé L/E 0,026
Luisburgo E/L 0,015
Manhuagu E/L 0,001
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Tabela 5. Agrupamentos high-high obtidos em analises bivariadas de associacéo espacial entre LTA e
esquistossomose.

(concluséo)

Mesorregido Microrregiao Municipio Analise  Valor de p*
Zona da Mata Manhuagu Manhumirim L/E 0,038
Martins Soares E/L 0,031
Matip6 L/E 0,030
Reduto Ambas 0,047
Santa Béarbara do Ambas 0,036
Leste
Santana do Ambas 0,014
Manhuagu
Séo Jodo do L/E 0,047
Munhuagu
Simonésia Ambas 0,011
Muriaé Espera Feliz E/L 0,048
Divino E/L 0,050
Ponte Nova Raul Soares E/L 0,004
Vigosa Presidente L/E 0,048
Bernardes

*Pseudo-valor de p obtido de 999 permutac6es. Em caso de agrupamento presente em ambas as analises,
o0 valor de p mais alto é dado. LTA: leishmaniose tegumentar americana. L/E: nucleo de agrupamento
high-high obtido da analise de LISA bivariada de incidéncia de LTA versus incidéncia de
esquistossomose. E/L: ndcleo de agrupamento high-high obtido da anédlise de LISA bivarada de
incidéncia de esquistossomose versus incidéncia de LTA. Ambas: nlcleo de agrupamento high-high
presente nas duas analises bivariadas. Fonte: elaborado pelo autor.

Agrupamentos de alta incidéncia de LTA com vizinhanga contendo municipios com alta
prevaléncia de esquistossomose foram observados no Norte de Minas, Jequitinhonha, Vale do
Mucuri, Vale do Rio Doce, Mesorregido Metropolitana de Belo Horizonte e Zona da Mata,
enquanto a andlise inversa, a qual determina municipios de altas taxas de prevaléncia de
esquistossomose com vizinhos de alta incidéncia de LTA, evidencia agrupamentos high-high
nas mesmas mesorregides, exceto Vale do Mucuri. A mesorregido com o maior nimero de
agrupamentos high-high é Vale do Rio Doce, com 19 agrupamentos, 13 dos quais estdo na
microrregido de Caratinga. Em segundo lugar, encontra-se a Zona da Mata, com 18
agrupamentos. Apesar de algumas diferencas, os resultados de ambas as analises bivariadas sao
complementares. Logo, para ilustrar isso, a figura 18 combina os agrupamentos high-high das

duas analises.
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Figura 18. Hotspots de coendemicidade de LTA e esquistossomose em Minas Gerais, Brasil, entre 2013
e 2017. Agrupamentos obtidos em uma das analise de LISA bivariada séo apresentados em vermelho
vivo, enquanto nucleos de agrupamentos presentes em ambas as analises bivariadas estdo em vermelho
escuro. Mapa criado pela combinagdo dos agrupamentos high-high da anélise de LISA bivariada
utilizando taxa incidéncia local de LTA ou taxa de prevaléncia local de esquistossomose suavizada em
relacdo a taxa de prevaléncia de esquistossomose ou de incidéncia de LTA suavizada na vizinhanca.
Fonte: elaborado pelo autor.

A sobreposicdo dos dois mapas de LISA bivariados aponta a existéncia de sete
aglomerados, hotspots, de municipios com elevadas incidéncias de esquistossomose e LTA. Os
menores aglomerados tém somente um municipio cada: Presidente Bernardes, na Zona da Mata,
e Almenara, no Jequitinhonha. Com dois municipios, existem um aglomerado ao norte da
Mesorregido Metropolitana de Belo Horizonte e um a oeste do Norte de Minas, enquanto o
aglomerado a oeste do Norte de Minas possui quatro municipios. O mais extenso aglomerado
em area possui 16 municipios distribuidos em trés mesorregides (Jequitinhonha, Vale do
Mucuri e Vale do Rio Doce). Por fim, o aglomerado com o maior nimero de municipios é
localizado entre o0 Vale do Rio Doce, Zona da Mata e a Mesorregido Metropolitana de Belo
Horizonte, sendo composto de 35 municipios, incluindo os 13 agrupamentos high-high comuns

as duas analises bivariadas.
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5.3 Discusséo — Capitulo 1

A esquistossomose e a leishmaniose tegumentar estdo entre as DTNs mais importantes.
Neste capitulo, foram demonstrados quais paises sdo endémicos para ambas as doencas e,
consequentemente, podem ser classificados como coendémicos, assim como foram realizadas
andlises de LISA para indicar areas de maior coendemicidade em uma regido bem estabelecida

como coendémica, o estado de Minas Gerais no Brasil.

Dos 78 paises endémicos para esquistossomose e 90 endémicos para leishmaniose
tegumentar (Ruiz-Postigo et al. 2023, WHO 2023), 40 sdo simultaneamente endémicos para
ambas as doencas, sendo que 23 deles requerem quimioterapia preventiva para
esquistossomose. Apesar de alguns desses paises terem apresentado uma queda na sua carga de
doenca devido a aplicacdo de programas de controle, como Brasil, Burquina Fasso e 1émen
(Martins-Melo et al. 2018, Johari et al. 2022, Ruiz-Postigo et al. 2023, Zida et al. 2024), o que,
consequentemente, diminui os riscos de coinfec¢Bes Schistosoma-Leishmania, essa diminuicédo
ndo pode ser tida como uma certeza, ja que alguns paises coendémicos, como Guiné e Iémen,
apresentam programas ndo tdo efetivos ou que provavelmente serdo descontinuados nos
proximos anos (Johari et al. 2022, Cherif et al. 2023). Isso é especialmente preocupante em
territdrios onde migracdes em massa e guerras impactam negativamente a eficiéncia de

programas de controle ou dificultam o acesso a servigos essenciais (Du et al. 2016).

Além do mais, muito pouco se sabe sobre como a infec¢do por S. haematobium afeta a
leishmaniose tegumentar e vice-versa. Esse fato merece atencao especial, tanto por causa da
falta de modelos experimentais adequados para infeccdes com essa espécie de Schistosoma,
quanto pelo fato de que alguns paises coendémicos, como Burquina Fasso e Nigéria (este ultimo
sendo o pais com maior carga de esquistossomose no mundo), tém a maior parte de sua carga
de doenca causada por S. haematobium (Aula et al. 2021, Saidu et al. 2023, Zida et al. 2024).
Pouco se conhece, também, sobre como a esquistossomose afeta manifestacdes cutaneas tipicas

de regides fora de América, como a leishmaniose dérmica pds-calazar.

Apesar do numero consideravel de paises coendémicos, até agora, coinfecgdes entre S.
mansoni e espécies dermotrdpicas de Leishmania spp. em individuos de areas endémicas so
foram relatados no Brasil, nos estados da Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo
(O’Neal et al. 2007, Azeredo-Coutinho et al. 2016, Gregorio et al. 2019, Miranda et al. 2021).
Em algumas areas do Brasil, os relatos reportam que taxas de coinfeccdo ativa por S. mansoni
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podem ser t4o altas quanto 16,7% em individuos com LTA (O’Neal et al. 2007). E bem provavel
que a falta de relatos ndo represente baixa incidéncia de coinfec¢es, e sim falta de interesse ou
de capacidade de investigar e relatar casos de coinfeccdo devidamente. Logo, é muito possivel
gue mais casos de coinfecgdes Schistosoma-Leishmania sejam achados mundialmente uma vez
que autoridades sanitarias e grupos de pesquisa procurem mais a fundo em seus respectivos
paises.

E importante apontar também que, devido a areas extensas e o carater focal da
transmissdo de ambas as doencas (Chadeka et al. 2017, Gomes et al. 2018, Zeb et al. 2021,
Coelho et al. 2021), mesmo que classificar paises inteiros como coendémicos possa ser Util até
certo ponto, isso da uma visao, provavelmente, superestimada do problema. Portanto, analises
em escalas menores podem fornecer uma representacao mais fidedigna de onde a transmissdo
dessas doencas realmente se sobrepde. J& que o Brasil foi considerado um pais coendémico,
com incidéncia elevada tanto para esquistossomose quanto para LTA, foi realizada uma analise
espacial utilizando as taxas de incidéncias para o estado de Minas Gerais.

Historicamente, o estado de Minas Gerais tem sido considerado endémico tanto para
esquistossomose quanto para LTA (Bezerra et al. 2018a, Martins-Melo et al. 2018, Gomes et
al. 2023). Além dos relatos de pessoas que ja tiveram ambas as doencgas, apesar de ndo ao
mesmo tempo (Miranda et al. 2021), Minas Gerais apresenta crescentes taxas de incidéncia de
LTA adespeito da queda geral de casos observada nos ultimos anos para o resto do Brasil (Belo
et al. 2023), indicando que esse estado é uma area onde interacfes esquistossomose-LTA
provavelmente acontecem. Desta forma, esse estado foi escolhido como modelo para
demonstrar, a nivel epidemioldgico-espacial, como a transmissao de esquistossomose e LTA
podem estar relacionadas e delimitar areas especificas de maior coendemicidade dentro de uma
regido coendémica.

Apesar de relatos que as coinfec¢des Schistosoma-Leishmania realmente acontecem em
algumas regiBes e tém um impacto no curso da doencga e progndstico dos pacientes coinfectados
(O’Neal et al. 2007, Azeredo-Coutinho et al. 2016, Gregorio et al. 2019, Miranda et al. 2021),
nenhum estudo realmente avaliou a epidemiologia da transmissdo dessa coinfecgcdo como seu
objeto primario. Até onde se conhece, esse € o primeiro estudo cujo alvo principal é a
determinacdo espacial de areas coendémicas para LTA e esquistossomose. Os resultados dos
indices Globais de Moran bivariados indicam que a transmissio dessas duas doencas €
relativamente codependente por possuir associa¢ao espacial positiva e significativa em Minas
Gerais, apesar de ndo muito forte. Ainda assim, existem municipios com altas taxas de

prevaléncia de esquistossomose cercados por municipios com altas taxas de incidéncia de LTA
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e vice-versa. Esses agrupamentos high-high sdo localizados majoritariamente nas mesorregioes
do Norte de Minas, Jequitinhonha, Vale do Mucuri, Vale do Rio Doce, Mesorregido
Metropolitana de Belo Horizonte e Zona da Mata.

Outras analises espaciais similares a essa foram utilizadas para determinar &reas
prioritarias para a vigilancia e controle de malaria (Atanaka-Santos et al. 2007), leishmaniose
visceral (Araujo et al. 2013, Barbosa et al. 2014)e LTA (Cardoso et al. 2019) no Brasil, assim
como para indicar regides de maior risco para doenca de Chagas, leishmaniose visceral e 0bitos
relacionados a esquistossomose (Martins-Melo et al. 2012, Martins-Melo et al. 2014a, Gomes
etal. 2023). A andlise de LISA univariada para determinar agrupamentos de incidéncia de LTA
indicou que, no estado de Minas Gerais, as mesorregiGes do Noroeste de Minas, Norte de
Minas, Jequitinhonha, Vale do Rio Doce e Zona da Mata concentram a maior parte dos
agrupamentos high-high. Esses achados védo de encontro ao relatado por Cardoso et al. (2019),
que classificaram Norte de Minas, Jequitinhonha e Vale do Rio Doce como mesorregides de
maior prioridade para o controle de LTA em Minas Gerais em um periodo similar. J& quanto a
analise univariada para esquistossomose, as mesorregides do Jequitinhonha, Vale do Mucuri e
Vale do Rio Doce sdo as que concentram o maior nimero de agrupamentos high-high,
coincidindo com o indicado por Gomes et al. (2023) como focos de 6bitos por esquistossomose
em Minas Gerais.

Os resultados das analises bivariadas indicam que as mesorregides do Norte de Minas,
Vale do Mucuri, Vale do Rio Doce, Mesorregido Metropolitana de Belo Horizonte e Zona da
Mata, anteriormente sugeridas como areas prioritarias para o controle de LTA (Cardoso et al.
2019) e para 0 manejo de mortes relacionadas a esquistossomose (Gomes et al. 2023), sdo
também &reas onde casos de esquistossomose-LTA sdo mais provaveis de acontecer,
reforcando a importancia dessas areas para a transmissdo das duas doencas. Miranda et al.
(2021) mostraram que individuos do municipio de Januéria, no Norte de Minas, com histérico
de LTA tinham maior taxa de positividade para S. mansoni do que individuos que nunca tiveram
LTA. Além disso, a literatura indica que a microrregido de Januaria como um todo € endémica
para esquistossomose e LTA (Oliveira et al. 2018, Cardoso et al. 2019, Pinto et al. 2020,
Miranda et al. 2021). De acordo, os resultados desse estudo solidificam esse local como uma
area preocupante no sentido de saude publica, valendo a pena empregar esforco de grupos de
pesquisa para o estudo das consequéncias das coinfecgdes Schistosoma-Leishmania em
populacdes humanas. Fora isso, o presente trabalho prop&e outras areas como tendo uma maior
chance de casos de coinfec¢édo, aos quais autoridades sanitarias devem prestar maior atencao.

Além dos nucleos de agrupamentos indicados pela analise realizada, € importante mencionar
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gue 0s agrupamentos sdo compostos da unidade analitica (no caso, municipio) e a sua
vizinhanca. Logo, atencdo especial deve ser prestada aos municipios vizinhos aos que foram
aqui indicados. Da mesma forma, mesmo que diversos outros municipios ndo tenham
aparecidos como agrupamentos de alta incidéncia/prevaléncia para as duas doencas, 1SS0 nao
exclui a possibilidade de ocorrerem coinfec¢des nesses locais, seja por casos autoctones, seja
por migracao.

Além de considerar a populacdo que reside em areas endémicas como individuos em
risco de coinfeccdo, a migracdo dessas pessoas para areas nao endémicas também deve ser
levada em consideracdo, ja que existe relato de um refugiado eritreu diagnosticado com S.
mansoni e por Leishmania sp. do complexo L. donovani em Israel, um pais ndo endémico (Paran
2018). Paralelamente, é possivel que coinfeccdo por um parasito aconteca anos depois do
primeiro contato com o outro. Leishmania spp. podem ainda ser achadas por isolamento ou
PCR em cicatrizes anos apos cura clinica, sugerindo auséncia de cura estéril para LTA
(Mendonga et al. 2004), e adultos de S. mansoni sédo extremamente longevos, com alguns
estudos indicando sobrevivéncia por mais de 20 anos (Wallerstein 1949). Além disso, existe
evidéncia de que o tratamento anti-helmintico concomitante ao comego da administracdo de
antimonio parece inefetivo em mitigar os impactos negativos da coinfecgdo no tratamento
leishmanicida (Unger et al. 2009, Newlove et al. 2011). Ademais, no municipio de Caratinga,
um dos agrupamentos detectados como area de maior endemicidade para ambas as infecces,
tem sido relatado um processo de urbanizagao da transmissdo de LTA nos anos recentes (Neves
et al. 2023), o que sugere mudancas na dindmica de transmissdo dessas doengas com maior
possibilidade de exposicdo e de coinfecges. Logo, apesar da transmissdo de perfil local de
LTA e esquistossomose (Chadeka et al. 2017, Gomes et al. 2018, Zeb et al. 2021, Coelho et al.
2021), e bastante possivel que individuos que adquiram infeccdes separadamente, em épocas
distintas, ainda tenham seu progndstico afetado (Miranda et al. 2021).

Também é interessante ressaltar que alguns agrupamentos de alta incidéncia/prevaléncia
das duas doengas estdo localizados na divisa de Minas Gerais com outros estados. Os
municipios de Januaria, Montezuma e S&o Jodo do Paraiso fazem fronteira com a Bahia, onde
casos de coinfec¢do Schistosoma-Leishmania também foram relatados (O’Neal et al. 2007,
Unger et al. 2009, Newlove et al. 2011), enquanto Mutum, Durandé, Martins Soares,
Manhumirim, Alto Jequitiba, Alto Caparad e Espera Feliz estdo na fronteira com o Espirito
Santo, que também é coendémico para esquistossomose e LTA (Falqueto et al. 1991, Martins-
Melo et al. 2014b, 2018, Fiorott et al. 2023). Estudos prévios relataram prevaléncias de 0,03%
a 16,7% de coinfeccdo por S. mansoni em pacientes com LTA no Rio de Janeiro e na Bahia,
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respectivamente (O’Neal et al. 2007, Azeredo-Coutinho et al. 2016), enquanto existe um relato
de caso de paciente coinfectado em S&o Paulo com manifestacdes atipicas de LTA e
esquistossomose (Gregorio et al. 2019), todos estados vizinhos de Minas Gerais. Logo,
considerando que existem casos de coinfecgdo Schistosoma-Leishmania nesses estados, seria
importante realizar analises similares na Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro e So Paulo.
Paralelamente, andlises semelhantes devem ser conduzidas em outros paises, 0 que iria
proporcionar um maior conhecimento sobre areas onde essa e outras coinfeccbes podem
ocorrer. Além disso, fatores socioambientais que potencialmente impactem a transmissdo
concomitante de esquistossomose e LTA devem ser alvos de estudos futuros.

Finalmente, é importante notar que o presente trabalho possui algumas limitacdes. Em
primeiro lugar, € notdria a existéncia de subnotificacdo de casos de ambas as doencas nestas
bases. Apesar do SISPCE incluir resultados de busca ativa em areas endémicas (Brasil 2023),
0 nimero de exames executados pelo Programa de Vigilancia e Controle da Esquistossomose
tem caido consistentemente desde 2006 (Silva & Wanderley 2022, Cardoso et al. 2024). Além
disso, os programas de controle da esquistossomose e das leishmanioses figuram como dois dos
mais impactados pela pandemia de COVID-19 (Ruiz-Postigo et al. 2022, Dantas et al. 2023).
Logo, ao escolher o periodo entre 2013 e 2017 para analise, teve-se como intuito evitar tanto o
declinio nos exames realizados durante e apds 0s anos pandémicos.

Ademais, as ferramentas diagnosticas atualmente utilizadas sdo bem ineficientes. O
padrdo utilizado de duas laminas de Kato-Katz de uma Unica amostra de fezes subestima
consideravelmente a prevaléncia de infeccdo por S. mansoni em &reas endémicas onde
individuos apresentam baixas cargas parasitarias (Berhe et al. 2004, Enk et al. 2008, Oliveira
et al. 2018), enquanto métodos parasitoldgicos mais sensiveis sao relativamente mais laboriosos
Ou caros e, portanto, ndo sao realizados nos levantamentos parasitologicos dessas regides. Além
disso, testes rapidos de urina, como POC-CCA e POC-ECO, ainda ndo apresentam uma
performance desejavel em areas endémicas no Brasil (Oliveira et al. 2018, Bezerra et al. 2018b,
Favre et al. 2022, Pieri et al. 2023). Quanto a LTA, os métodos parasitoldgicos diretos, apesar
de serem 0s mais rotineiramente usados e ainda tidos como padrdo ouro, podem ser
relativamente invasivos e tem sensibilidade limitada, enquanto testes imunologicos dependem
de titulos altos de anticorpos e podem apresentar reacao cruzada com outros parasitos, como
Trypanosoma cruzi; ja métodos moleculares, apesar de altamente sensiveis e especificos,
requerem infraestrutura mais elaborada e técnicos bem treinados (Souza et al. 2013, de Vries &
Schallig 2022). Ja que somente casos confirmados sao registrados nas bases de dados utilizadas,

€ muito provavel que a incidéncia das duas doengas esteja subestimada.
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A segunda limitagdo surge porque os casos de esquistossomose sdo registrados em dois
sistemas separados: o SISPCE é utilizado para casos ndo complicados em areas endémicas,
enguanto casos mais severos de areas endémicas e casos de areas nao endémicas sao registrados
no SINAN (Brasil 2023). Essa forma confusa e contraintuitiva de notificar casos pode levar a
erros, € um método mais direto e simplificado é necessario com urgéncia se as autoridades
brasileiras tém pelo menos 0 minimo de intencédo de relatar casos de esquistossomose de forma
apropriada no Pais. Ao usar as duas bases de dados, garante-se que as analises levaram em
consideracdo todos os casos relatados no periodo. Contudo, a0 mesmo tempo, ndo se pode
garantir que ndo existam casos duplicados, apesar que, supostamente, nenhum caso deva ser
notificado nas duas bases simultaneamente se as diretrizes de notificacdo forem devidamente

seguidas.

5.4 Conclusdes — Capitulo 1

Uma quantidade significativa de paises endémicos ou para esquistossomose ou para
leishmaniose tegumentar pode ser classificada como coendémica. Métodos mais precisos de
analise espacial, como LISA, a um nivel mais localizado podem ajudar a indicar onde
coinfec¢des devem ocorrer com maior frequéncia nesses paises. Alem disso, os resultados aqui
mostrados indicam que existem diversos municipios com alta transmissdo concomitante de
LTA e esquistossomose, aumentando as chances de coinfecces nesses locais. 1sso €
especialmente verdade para os agrupamentos formados nas mesorregides do Vale do Rio Doce
e Zona da Mata. Somadas as mesorregides do Norte de Minas, Jequitinhonha, Vale do Mucuri
e Mesorregido Metropolitana de Belo Horizonte, essas regides sao onde esforgos para controle

e estudos do impacto das coinfec¢des Schistosoma-Leishmania devem ser dirigidos.

Espera-se que o delimitar de areas onde intera¢Ges esquistossomose-LTA devem ocorrer
com maior frequéncia ajude autoridades sanitarias a elaborar politicas publicas e diretrizes para
assistir individuos coinfectados de forma apropriada. Paralelamente, profissionais de salde
devem ter em mente a possibilidade de coinfec¢Ges ao prestar cuidados a pacientes que
buscaram atendimento, a principio, por LTA ou esquistossomose nesses locais, ja que a
coinfeccdo deve ser considerada na decisdo sobre o curso de acdo para tratamento desses
individuos. Por fim, estudos como o aqui apresentado podem contribuir para outros estudos

sobre o impacto da coinfeccdo Schistosoma-Leishmania, pois determinar populacdes
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amplamente expostas a ambos 0s patégenos pode facilitar o acesso de grupos de pesquisa a

individuos coinfectados.



6 CAPITULO 2
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Resposta imune, patogénese e parasitismo na infec¢do por L. amazonensis frente a

infeccdo aguda preévia por S. mansoni
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RESUMO

A esquistossomose e a leishmaniose tegumentar sdo duas doencas infecciosas cuja patogénese
é fortemente associada a resposta imune do hospedeiro. Os estudos existentes sobre coinfec¢bes
Schistosoma-Leishmania, tanto experimentais quanto em humanos, indicam que essa
coinfecgéo afeta o desenvolvimento de lesdes cutaneas, aumenta susceptibilidade a ambas as
infeccdes, piora a resposta ao tratamento e induz perfis imunes regulatorios. Contudo, muito
ainda precisa ser explorado, especialmente em relacdo a coinfeccdo com L. amazonensis, um
dos principais agentes etioldgicos da leishmaniose tegumentar americana. Logo, o presente
estudo buscou elucidar como o parasitismo, resposta imune e patogénese de S. mansoni e L.
amazonensis em camundongos séo afetados pela coinfeccdo. Para isso, camundongos BALB/c
foram divididos em quatro grupos experimentais: ndo infectado, monoinfectado por S. mansoni,
monoinfectado por L. amazonensis, e coinfectado com L. amazonensis apos 8 semanas de
infeccdo por S. mansoni. Os animais foram acompanhados por 18 semanas. Peso, espessura da
pata e mortalidade foram avaliados por 10 semanas pds-coinfeccédo, e 6rgdos foram coletados
para analise. Ndo houve mudanca em mortalidade, alteracdo de peso ou carga parasitaria de S.
mansoni. Os figados, contudo, foram mais pesados nos animais coinfectados que em todos 0s
outros grupos. A piora da doenca hepatica foi reforcada por anélise histopatoldgica,
evidenciando diferengas nos granulomas e maior lesdo no figado. Quanto a infeccdo por L.
amazonensis, a coinfec¢do induziu lesées com menor espessura e de crescimento lento. Porém,
a carga parasitdria de L. amazonensis na pata de camundongos coinfectados foi
expressivamente maior. Em homogenato de pata e cultura de linfonodo popliteo de animais
coinfectados, houve manutencdo de citocinas de perfil Thl e aumento de IL-5 e IL-10 em
relacdo aos monoinfectados com L. amazonensis. Analise histopatoldgica de pata revelou que
a coinfec¢do provocou areas de necrose maiores e mais frequentes, com amastigotas mais
abundantes. Para melhor descrever a funcdo de macrdfagos, células peritoneais de
camundongos sadios ou com 8 semanas de infeccdo por S. mansoni foram transferidas para
camundongos infectados por L. amazonensis, ambas reduzindo similarmente o espessura da
lesdo em comparacdo ao controle. Logo, a coinfeccdo S. mansoni-L. amazonensis altera o
microambiente imune no local de infec¢do por L. amazonensis, causando maior perda tecidual,

maior proliferagdo de amastigotas e piora da lesdo hepética da esquistossomose mansoni.

Palavras-chave: Esquistossomose; Leishmaniose tegumentar; Coinfeccdo; Imunopatologia;
Macro6fagos.
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6.1 Material e métodos — Capitulo 2

6.1.1 Animais

Foram utilizadas fémeas de camundongo BALB/c, 10 por grupo, com 8 semanas de vida
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Durante
0 experimento, os camundongos foram mantidos no Biotério do Departamento de Parasitologia
(ICB/UFMG) em estantes ventiladas com agua e racdo ad libitum. Todos os procedimentos
aqui descritos foram devidamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG) sob o nimero 398/2018, estando de

acordo com o Cadigo Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

6.1.2 Parasitos e infeccdo experimental

A cepa LE de S. mansoni, originalmente isolada de paciente humano de Belo Horizonte,
foi utilizada para os experimentos. Sua manutencdo é realizada no Laboratorio de
Esquistossomose e Imunohelmintologia do Departamento de Parasitologia (ICB/UFMG) por
meio de passagens consecutivas em caramujos da espécie Biomphalaria glabrata e hamster
sirio Mesocricetus auratus (CEUA n° 368/2018; n° 041/2024). B. glabrata infectados foram
expostas a luz artificial por 4 h, e as cercarias recuperadas foram lavadas diversas vezes em
solucéo salina 0,85%, concentradas e contadas, conforme descrito por Pellegrino & Macedo
(1955). Para a infeccdo, foram inoculadas 25 ou 50 cercérias por animal, a depender do

experimento, por via subcutanea no dorso dos animais em volume maximo de 500 pl.

Quanto a L. amazonensis, foi utilizada a cepa PH8 (IFLA/BR/1967/PH8), gentilmente
fornecida pela Profa. Dra. Maria Norma Melo. Promastigotas recém-isoladas de camundongos
BALB/c foram cultivadas a 24 °C em meio a-MEM (Gibco™, ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, EUA) suplementado com 20% de soro bovino fetal (LGC Biotecnologia, Cotia,
SP, Brasil) e 300 U/ml de estreptomicina e 300 pg/ml de penicilina (LGC Biotecnologia). Para
a infec¢do, foram utilizadas promastigotas de fase estacionaria de cultura até a quinta passagem

de cultivo, lavadas em tampao fosfato (PBS) e contadas em PBS contendo 4% de formaldeido.
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As infecgBes in vivo foram feitas com 10° promastigotas em 10 pl de PBS por via subcutanea

no coxim plantar do membro pélvico direito.

6.1.3 Obtencéo de antigenos

Para a obtencdo de antigeno sollvel de Leishmania (SLA), promastigotas de L.
amazonensis em fase estacionaria de cultura foram retiradas do meio de cultura e passaram por
trés lavagens em PBS. Os sedimentos foram submetidos a cinco ciclos de congelamento a -80
°C e descongelamento a 37 °C e 20 ciclos de 10 segundos em sonicador (Unique, Indaiatuba,
SP, Brasil), acompanhando em microscopio para verificar a desintegracdo dos parasitos
(Pinheiro et al. 2004). As amostras foram, entdo, centrifugadas a 4000 g por 1 ha 4 °C, e o
sobrenadante foi recolhido e filtrado em membrana esterilizante de 0,22 um (Minisart® Syringe
Filter, Sartorius, Gotinga, Alemanha). As proteinas sollveis obtidas foram quantificadas por
meio de kit disponivel comercialmente (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, ThermoFisher

Scientific Inc.). Aliquotas foram feitas e congeladas a -20 °C até o0 uso.

6.1.4 Avaliago in vivo de animais coinfectados

Os camundongos foram divididos em quatro grupos experimentais: um grupo controle
nédo infectado, um grupo infectado somente com S. mansoni, um grupo infectado somente com
L. amazonensis e um grupo coinfectado. As analises foram feitas a partir de uma infecgdo com
10 animais por grupo ou duas infecgdes independentes com 5 animais por grupo em cada
repeticdo. Para a infeccdo, foram utilizadas 25 cercéarias por animal, inoculadas por via
subcutanea no dorso do camundongo, e 10° promastigotas de fase estacionaria na pata direita,

preparadas conforme ja descrito anteriormente.

Para que a eutanasia de todos os quatro grupos ocorresse no mesmo dia, as infeccdes
com S. mansoni foram realizadas na semana 0 do protocolo experimental, enquanto as infec¢des
com L. amazonensis foram realizadas na semana 8, conforme a figura 19. Todos 0s animais
foram eutanasiados apds 18 semanas do inicio do protocolo experimental (18 semanas de
infeccdo por S. mansoni e 10 por L. amazonensis) por inje¢do intraperitoneal de sobredose
anestésica de cetamina (240 mg/kg, Dopalen, Jacarei, SP, Brasil) e xilazina (30 mg/kg, Kensol,

Avellaneda, Argentina). Como a maior parte dos procedimentos e analises aqui descritos
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inviabilizam o uso de uma amostra para outros fins, foi necessario realizar trés experimentos
distintos com 0 mesmo delineamento experimental, nos quais os animais foram utilizados para

analise de carga parasitaria, patogénese e resposta imune separadamente.

.I.
Nio infectado I I I
Infecgdo

S. mansoni -I-

Monoinfectado 1 I |

S. mansoni I I I
Infeccdo

) L. amazonensis T

Monoinfectado I I |

L. amazonensis I I I
Infeccdo Infeccdo

S. mansoni L. amazonensis -|-

Coinfectado I I I

0 8 18

Tempo (semanas)

Figura 19. Delineamento experimental para avaliacdo in vivo da coinfecgdo Schistosoma-Leishmania.
Somente 0s grupos monoinfectado com S. mansoni e coinfectado foram infectados com 25 cercérias na
semana zero do protocolo experimental. Na oitava semana do protocolo experimental, 0s grupos
monoinfectado com L. amazonensis e coinfectado foram infectados no coxim plantar do membro pélvico
direito com 10° promastigotas de L. amazonensis. O tempo total de acompanhamento dos animais foi 18

semanas, quando ocorreu a eutandsia (1). Fonte: elaborado pelo autor.

6.1.4.1 Analise patoldgica

A partir da semana 8 do protocolo experimental, que corresponde a0 momento de
infeccdo por L. amazonensis, 0s animais tiveram suas patas medidas com espessimetro
(Prof/Arco 30mm, Mitutoyo Sul Americana, Jundiai, SP, Brasil) semanalmente para
acompanhamento do desenvolvimento da lesdo cutédnea induzida pelo protozoario. O
incremento de les&o foi calculado com base a espessura da pata direita subtraindo a espessura
da pata esquerda. Além disso, os animais tiveram avaliados olhos, mucosa oral, orelhas e pele
em geral para verificar disseminacdo de lesbes. O peso dos animais também foi medido
semanalmente para avaliar mudancas de peso em relacdo a 8% semana do protocolo

experimental, e, para determinagdo da curva de mortalidade, foram considerados os animais
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achados mortos e aqueles cuja eutanasia foi realizada antes do término do protocolo
experimental por apresentarem sinais de sofrimento intenso, como caquexia e dispneia. Apos a
eutanasia, pata, figado e bago dos animais foram coletados, tiveram seus pesos medidos e foram
destinados para diferentes analises. Para determinagdo do peso relativo, o peso de cada 6rgao
foi dividido pelo peso corporal total do animal do qual foi retirado.

6.1.4.1.1 Analise histopatoldgica

As analises histopatoldgicas foram feitas em parceria com o Laboratério de Patologia
das Leishmanioses, coordenado pelo Prof. Dr. Wagner Tafuri. As lesbes de patas direitas e 0
lobo maior dos figados de animais experimentais foram recolhidos e fixados em formol 10%
tamponado por 24 horas. Apos esse periodo, os 6rgaos foram lavados em agua corrente por 3

horas para retirada do formol. As amostras foram mantidas em etanol 70% até o processamento.

Para preparo das laminas histoldgicas, o material foi desidratado em bateria crescente
de alcool etilico (70% a 100%), clarificado em xilol e incluido em parafina. Depois de rigidos,
0s blocos de parafina com os tecidos foram cortados em micrétomo na espessura de 5 pm. Os
cortes foram estendidos em banho maria a 40 °C e montados em laminas de vidro. Apds
desparafinizacgdo e reidratacéo, foi realizada coloragdo com hematoxilina-eosina (Junqueira &
Junqueira 1983) para avaliacdo do infiltrado inflamatorio e leses provocadas pelas infec¢des

de forma qualitativa.

6.1.4.2 Carga parasitaria

Para a determinagdo da carga parasitaria de S. mansoni, foram utilizadas as medidas de
recuperacdo de vermes adultos e retencdo de ovos no figado. A recuperacdo de vermes adultos
foi realizada por meio de perfuséo do sistema porta hepatico dos camundongos infectados por
S. mansoni com solucdo salina 0,85% contendo 0,5 Ul/ml de heparina sodica (Parinex,
Hipolabor Farmacéutica Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil), conforme descrito anteriormente
(Pellegrino & Siqueira 1956). Os adultos recuperados foram lavados, contados e diferenciados

morfologicamente em machos em fémeas. Ap0Os a eutandsia, foram retirados os figados, 0s
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quais foram pesados e sujeitos a digestdo alcalina em KOH 5% a 37 °C, possibilitando a

contagem de ovos retidos no parénquima desses o0rgaos (Cheever 1968).

Ja a carga parasitaria de L. amazonensis foi estimada por diluicdo limitante (Titus et al.
1985). As patas direitas dos animais infectados foram retiradas, pesadas em microtubos de 2 ml
e lavadas em alcool iodado para desinfetacdo, seguido de uma lavagem em PBS. Em seguida,
foi adicionado as patas volume de PBS o suficiente para que se completasse 1 ml nos tubos. O
conte(do dos microtubos foi transferido para um macerador de vidro, e as patas foram
maceradas até que ndo houvesse mais pele integra. A dilui¢do limitante foi feita em triplicata
em placas de 96 pogos contendo a-MEM suplementado com 20% de SBF e 2000 U/ml de
penicilina e 2 mg/ml de estreptomicina (LGC Biotecnologia) até a diluicdo de 1:5x10%. A carga
foi determinada pela média da dilui¢&o dos Ultimos pocgos em que foi observado crescimento de

promastigotas apos 7 dias de cultivo a 24 °C.

6.1.4.3 Avaliacao serica de funcéo hepatica

Para a recuperacao de soro, antes da eutanasia, os animais foram anestesiados com 10
mg/kg de xilazina (Dopalen) e 100 mg/kg de cetamina (Kelson) e tiveram sangue extraido da
veia axilar. Apos a formacéo e retracdo de codgulo, as amostras de sangue foram centrifugadas
a 25 °C por 10 min a 1500 g e o soro foi recolhido e armazenado a -20 °C até uso. A funcao
hepatica dos animais experimentais foi avaliada pela determinacédo das concentracdes séricas
de albumina e proteina C-reativa (PC-R), assim como a atividade sérica de aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gamaglutamiltransferase (GGT),
utilizando kits comercialmente disponiveis (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil) e seguindo as

orientacdes do fabricante.

Para determinar niveis séricos de albumina, em uma placa de microtitulacdo de 96
pocos, 2 ul das amostras foram adicionados a 200 pl do reagente de trabalho e deixados para
incubacdo a temperatura ambiente por 10 min. As concentragdes de albumina foram
determinadas pela comparacdo das densidades Opticas das amostras com uma curva padréo de
concentracfes conhecidas de albumina (0,12 g/dl — 3,8 g/dl) no software SoftMax Pro 5.2
(VersaMax, Molecular Devices, San Jose, CA, EUA) apo6s leitura em espectrofotémetro
(VersaMax, Molecular Devices) a 630 nm. As concentra¢des de PC-R foram determinadas por

meio da adicdo de 2,5 ul de soro e 250 ul do reagente de trabalho a uma placa de 96 pocos, a
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qual foi incubada a temperatura ambiente por 5 min. As amostras foram lidas a 540 nm e as
concentracfes foram calculadas por interpolacdo da densidade dptica das amostras em uma
curva padrédo de concentracdes conhecidas de PC-R (0,3 mg/l — 9,6 mg/l) no software SoftMax

Pro 5.2 (VersaMax, Molecular Devices).

Para determinar as atividades de AST e ALT, 25 ul dos respectivos substratos foram
adicionados a 5 ul das amostras de soro em uma placa de 96 pocos, entéo incubadas por 30 min
a 37 °C. A quantidade de 25 pl de solugao contendo 2,4-dinitrofenilhidrazinal mM e HCI 1 M
foram adicionados, e as placas foram incubadas por mais 20 min a temperatura ambiente. Apds
esse periodo, as reacdes foram paradas com a adi¢ao de 250 pl de NaOH 1,25 M. A absorbancia
foi lida a 505 nm (VersaMax, Molecular Devices), e a atividade enzimatica foi determinada
pela comparacdo da densidade Optica do teste a uma curva com concentragGes conhecidas de
piruvato de sédio (0,25 mM — 2 mM, correspondendo a 24 U/l — 190 U/l de AST e 28 U/l — 150
U/l de ALT). Para a atividade de GGT, 100 pul do reagente de trabalho e 5 pl de amostra de soro
foram adicionados a uma placa de 96 pocos, incubada por 1 min a 37 °C, e lida a 405 nm
(VersaMax, Molecular Devices). A atividade de GGT foi determina por comparagdo a curva
padrdo de concentragdes conhecidas de p-nitroanilina (4 pM — 500 uM, correspondendo a 2 U/I
—125 U/l de GGT) no SoftMax Pro 5.2 (VersaMax, Molecular Devices). A razdo de AST/ALT
foi calculada dividindo os valores da atividade de AST pelos valores de atividade de ALT
individualmente para cada camundongo (Giannini et al. 2003).

6.1.4.4 Dosagem de citocinas e quimiocinas em lesdes cutaneas

As patas de animais infectados com L. amazonensis e coinfectados foram picotadas até
a formacdo de uma massa homogénea, da qual foram retirados 50 mg para processamento. Foi
adicionado 1 ml de tampao fosfato contendo 0,05% de Tween 20, 0,5% albumina bovina sérica
(BSA), 0,1 mM fluoreto de fenilmetilsufonila, 0,1mM de cloreto benzetonico; 10 mM EDTA e
20 U/L de aprotinina, e a amostra foi processada em homogeneizador de tecidos (Power General
125; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EUA).

O homogenato foi centrifugado a 3000 g por 10 min a 4 °C, e o sobrenadante foi
recolhido e congelado a -20 °C para utilizacdo para dosagem de citocinas e o sedimento foi
processado para avaliacdo de atividade enzimatica de mioeloperoxidase (MPQO) e peroxidase
eosinofilica (EPO), como detalhado a seguir. Para dosagem de citocinas foram utilizados Kits
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de ELISA comercialmente disponiveis (DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) para
a dosagem de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17, IL-22, IL-33, CCL5, CCL17,
CCL24, CXCL2, CXCL13, IFN-y, TGF-B e TNF-a seguindo as instrugdes do fabricante. De
forma breve, placas de 96 pogos foram sensibilizadas, por pogo, com 25 ul de anticorpo de
captura anti-citocina de interesse. Apos 12 horas, foram feitas trés lavagens com tampéo de
lavagem (PBS contendo 0,05% de Tween 20). Em seguida, foram adicionados 25 ul por pogo
de tampéo de blogueio (PBS contendo 1% de albumina sérica bovina). Depois de 40 minutos,
as placas foram lavadas novamente, e foram adicionadas as amostras para analise em diluicéo
de 1:2, além de amostras com concentracdo conhecida da citocina recombinante para o
estabelecimento da curva padréo, sendo incubadas por duas horas a temperatura ambiente.
Passado esse tempo, as placas foram novamente lavadas e, a cada poco, foram adicionados 25
pl de anticorpo de deteccao conjugado a biotina por mais duas horas. Em seguida, apds
lavagem, adicionaram-se 25 ul de estreptoavidina conjugada a peroxidase por 20 minutos. Ap6s
trés lavagens, a reagdo foi revelada com 25 ul de solugdo com substrato (perdxido de hidrogénio
e tetrametilbenzidina— TMB), sendo a reacdo parada depois de 20 minutos com 20 pl de solucéo
H2SO4 a 2 N. As concentracOes das citocinas nas amostras foram determinadas com leitura a
450 nm e por interpolacdo no grafico resultante da curva padrdo com concentragdes conhecidas

da citocina alvo utilizando o programa SoftMax Pro 5.2 (Molecular Devices).

6.1.4.5 Atividade de mioeloperoxidase (MPO)

No sedimento obtido do homogenato de pata de cada animal experimental foi
adicionado 1 ml de salina 0,2%, seguida de 1 ml de salina 1,6% contendo 5% de glicose para a
lise de eritrécitos. As amostras foram homogeneizadas, e 0 homogenato foi separado, metade
foi processado para estimar a atividade de MPO, e outra parte utilizada para o ensaio de
atividade de EPO.

As amostras destinadas ao ensaio de MPO foram centrifugadas a 3000 g por 10 mina 4
°C, ressuspensas em 200 ul de tampao contendo NaCl 0,1 M, NaPQO4 0,02 M, Na,EDTA 0,015
M, pH 4,7, homogeneizadas em vortex e centrifugadas a 3000 g por 10 min a4 °C. O precipitado
foi novamente homogeneizado em 800 pl de tampéo contendo 0,05 M NaPO4 com 0,5% de
brometo de hexadeciltrimetrilaménio (HTAB), pH 5,4. Os microtubos contendo as amostras

passaram por trés ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em agua
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morna. Em seguida, foi realizada uma ultima centrifugacdo a 3000 g por 10 mina 4 °C, e 0
sobrenadante foi utilizado para o ensaio colorimétrico segundo descrito por Bailey (1988) e

modificado por Barcelos et al. (2005).

Para o ensaio, 25 pul da amostra foram colocados em placa de 96 pocos (Flat Bottom
Plate — SARSTEDT Inc., USA) contendo 25 pl de 3,3°-5,5’-tetrametilbenzina 1,6 mM diluida
em dimetilsulféxido (DMSO). A placa foi encubada a 37 °C por 5 min em estufa seca. Em
seguida, foram adicionados 100 pl de solucdo de 0,5 mM de H20- a cada poco, e a placa foi
encubada a 37 °C por mais 5 min. Para interromper a reacdo, foram adicionados 50 pl de H2SO4
1 M, e absorbancia de cada poco foi lida em espectrofotdmetro (VersaMax, Molecular Devices)

em um comprimento de onda 450 nm.

6.1.4.6 Atividade de peroxidase eosinofilica (EPO)

A outra metade do sedimento obtido do homogenato de pata foi utilizado para avaliagéo
da atividade de EPO. De inicio, foi feita centrifugacdo a 3000 g por 10 min a 4 °C e descarte do
sobrenadante. O sedimento foi ressuspendido em 950 pl de PBS contendo HTAB 0,5%, pH 7,4.
Assim como para o ensaio de MPO, essas amostras foram submetidas a trés ciclos de
congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido e agua morna, respectivamente,
seguidos por centrifugacdo a 3000 g por 10 min a4 °C. O sobrenadante foi utilizado para ensaio

enzimatico, conforme descrito por Bailey (1988) e modificado por Silveira et al. (2002).

Para o0 ensaio, em placas de 96 pocos, foram adicionados 75 pl das amostras e 75 ul de
tampé&o Tris-HCI, pH 8,0, contendo 1,5 mM de o-fenilenodiamina (OPD) e 6,6 mM de H20,.
Apos a cor ser revelada, a reacdo foi parada com 50 ul de H2SO4 a 4 N. As amostras foram
submetidas a leitura em espectrofotdmetro (VersaMax, Molecular Devices) sob um

comprimento de onda de 492 nm.

6.1.4.7 Atividade de N-acetilglicosaminidase (NAG)

Para a quantificacdo da atividade de NAG, arginase e NO, também foi utilizada uma

amostra de 50 mg de tecido recolhido da area de lesdo das patas de animais monoinfectados
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com L. amazonensis e coinfectados, processada de forma semelhante ao realizado para
quantificacio de citocinas e atividade de EPO e MPO. As amostras, foram adicionados 950 pl
de tampé&o contendo NaCl 0,1 M, NasPO4 0,02 M e Na,EDTA 0,015M, pH 4,7, as quais foram

processadas em homogeneizador de tecidos e centrifugadas a 3000 g por 10 min a 4 °C.

O sobrenadante foi descartado, e eritrocitos presentes no sedimento foram lisados pela
adicédo de 750 pl de solucéo salina 0,2%. Depois de 30 segundos, foram adicionados mais 750
pl de solugdo salina 1,6% com 5% de glicose, e as amostras foram novamente centrifugadas a
3000 g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, enquanto o sedimento foi
ressuspendido em 1 ml de solucdo salina 0,85% contendo 0,1% de Triton X-100. Apo6s
centrifugagdo a 4 °C e 4000 g por 10 min, o sobrenadante foi recolhido e utilizado para os
ensaios de atividade de NAG, arginase e producao de espécies reativas de nitrogénio.

O ensaio para avaliar a atividade de NAG foi realizado segundo descrito anteriormente
(Barcelos et al. 2005). Brevemente, foram plaqueados 100 pl de amostra de homogenato de
pata e 100 pl de tampéo citrato/fosfato (&cido citrico 0,1 M, Na;HPO4 0,1 M, pH 4,5) contendo
0,767 g/ml de p-nitrofenil-N-acetil-B-glicosamina (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EUA). As
placas foram encubadas a 37 °C por 10 min. Apoés incubacdo, foram adicionados 100 pl de
tampdo glicina (glicina 0,8 M, NaCl 0,8 M e NaOH 0,8 M, pH 10,6) e a absorbancia foi
determinada por leitura em espectrofotometro (VersaMax, Molecular Devices) em

comprimento de onda de 400 nm.

6.1.4.8 Atividade de arginase

Com as mesmas amostras bioldgicas obtidas para avaliar atividade de NAG no
homogenato de leséo de pata também foi realizado o ensaio para determinacdo da atividade de
arginase, conforme descrito anteriormente (Corraliza et al. 1994). Para o ensaio enzimatico, 50
pl da amostra bioldgica foram adicionados a uma placa de 96 pocos (Sarstedt) junto a 50 pl de
tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, contendo MnCl, 10 mM, a qual foi encubada por 10 min a
55 °C. Apos incubacéo, 25 ul do conteddo dos pogos foram transferidos para outra placa, e a
eles foram adicionados 25 pl de solucdo 0,5 M de r-arginina, sendo a mistura foi incubada a 37
°C por 1 h. A reacdo foi interrompida com 200 pl de mistura acida contendo H2SO4 96%, H3PO4
85% e agua destilada (1:3:7, v/v/v). Em seguida, foram adicionados 13 pl de solucéo etandlica
contendo a-isonitrosopropiofenona (Sigma-Aldrich) a 9%, e as amostras foram aquecidas a 95
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°C por 45 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotémetro (VersaMax, Molecular
Devices) a 540 nm. A atividade de arginase nas amostras foi estimada pela concentracéo final
de ureia produzida a partir da metabolicdo de r-arginina, comparando as absorbancias de cada
poco as obtidas em curva padrdo de diluigdo seriada de concentra¢Bes conhecidas de ureia (1
mM — 1000 mM) através do programa SoftMax Pro 5.2 (Molecular Devices).

6.1.4.9 Dosagem de Oxido nitrico

Com o mesmo sobrenadante advindo do processamento para 0s dois ensaios anteriores,
foi feita a determinacdo indireta de Oxido nitrico pela concentragdo nitrito nas amostras. O
ensaio colorimétrico foi realizado por meio da reacéo de Griess (Tsikas 2007). Em placas de 96
pocos (Sarstedt), 50 pl da amostra foram plaqueados, e foram adicionados outros 50 pl de
reagente de Griess (sulfanilamida 1%, N-(1-naftil) etilenodiamina 0,1% e H3PO4 2,5%). Ap0s
incubacdo por 10 min a temperatura ambiente, a absorbancia foi lida em espectrofotémetro
(VersaMax, Molecular Devices) em comprimento de onda de 540 nm. A concentragdo de nitrito
foi obtida comparando a absorbancia de cada amostra com uma curva padréo de diluigdes
seriadas de concentracdes conhecidas de NaNOsz (1 uM — 1000 pM) utilizando o programa
SoftMax Pro 5.2 (Molecular Devices).

6.1.4.10 Cultura de células de linfonodo popliteo

O linfonodo popliteo direito dos animais dos grupos monoinfectado com L. amazonensis
e coinfectado foi coletado e macerado entre ldaminas de vidro foscas. Foi feita a passagem do
material macerado por peneira com abertura de 40 um e lavagem com RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich) contendo 15 mM de Hepes (Gibco™, ThermoFisher Scientific Inc.), 24 mM de
NaHCOs3, 60 pg/ml de gentamicina (Gentatec®, Chemitec Agro-Veterinaria Ltda., S&o Paulo,
SP, Brasil), 100 U/ml de penicilina, 1 mg/ml de estreptomicina e 0,25 pg/ml de anfotericina B
(Gibco™, ThermoFisher Scientific Inc.). Apos centrifugacdo a 300 g por 10 mina 4 °C, o
sedimento foi ressuspendido em RPMI 1640 completo (Sigma-Aldrich), contendo 15 mM de
Hepes (Gibco™, ThermoFisher Scientific Inc.), 24 mM de NaHCO3, 60 pg/ml de gentamicina
(Gentatec®, Chemitec), 100 U/ml de penicilina, 1 mg/ml de estreptomicina, 0,25 pg/ml de
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anfotericina B (Gibco™, ThermoFisher Scientific Inc.) e 10% de SBF (LGC Biotecnologia).
Uma amostra foi, entdo, retirada para contagem e analise de viabilidade em camara de

Neubauer.

A densidade das células foi ajustada para 10° células/ml, sendo plaqueada em placas de
96 pocos a quantidade de 10* células num volume de 100 pl por poco. Parte dos pogos recebeu
mais 100 pl de RPMI completo, enquanto, para estimulacdo das células, alguns pocos
receberam 100 pl de RPMI completo também contendo SLA na concentra¢do de 10 pg/ml,
sendo a estimulacdo realizada na concentracéo final de 5 pug/ml de antigeno. As células foram
mantidas em cultura por 48 horas, e 0 sobrenadante foi recolhido para dosagem de citocinas e
quimiocinas. Foram utilizados kits de ELISA comercialmente disponiveis (DuoSet, R&D
Systems) para a dosagem de IL-4, IL-5, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17, IL-22, CCL17, IFN-y,

TGF-B e TNF-a, conforme descrito anteriormente.

6.1.5 Transferéncia de macroéfagos

Para de averiguar mais a fundo a importancia in vivo dos macrdéfagos na coinfec¢éo
Schistosoma-Leishmania, também serdo realizados experimentos de transferéncia destas
células, com base no descrito por Tomiotto-Pellissier et al. (2021) com algumas modificacdes.

O delineamento experimental esta ilustrado na figura 20.
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Figura 20. Delineamento experimental para transferéncia de macrofagos peritoneais de doadores
infectados ou ndo com S. mansoni para animais infectados com L. amazonensis. PBS: salina com tampé&o
fosfato. Transf: transferéncia. M¢NI: macrofagos de doadores ndo infectados. M¢Sm: macrofagos de

doadores com 8 semanas de infec¢do por S. mansoni. t: eutanasia. Fonte: elaborado pelo autor.

Para acompanhamento, os camundongos receptores de macrofagos (BALB/c fémeas de
8 semanas de idade) foram infectados com 10° promastigotas de L. amazonensis em fase
estacionaria na pata direita conforme descrito anteriormente. Esses animais, 5 por grupo, foram
divididos aleatoriamente em trés grupos: um grupo controle, que ndo recebeu macréfagos; um
grupo que recebeu macréfagos de animais ndo infectados (M¢NI), e um grupo que recebeu

macrdfagos de animais infectados com S. mansoni (M$Sm).

A recuperacdo de células do infiltrado peritoneal foi feita a partir de 5 fémeas de
camundongos BALB/c sadias ou ap6s 8 semanas de infeccdo com 50 cercéarias de S. mansoni,
denominadas doadoras. Brevemente, PBS contendo 3% de SBF (LGC Biotecnologia) a 4 °C
foi injetado na cavidade peritoneal apds eutanasia, e, apds massagem, o liquido contendo células
peritoneais foi recuperado (Layoun et al. 2015). Foi feito um pool de células, as quais foram
mantidas em placa de Petri, 7x10° células/ml, a 37 °C, 5% de CO; por 2 horas. As células nio
aderidas foram descartadas, enquanto as aderidas foram destacadas da placa com tripsina 0,5%
(Gibco™), lavadas e ressuspendidas em PBS estéril. Apds recuperacdo e lavagem das células
aderidas, um total de 5 x 10° células em 200 pl de PBS estéril foi transferido para os
camundongos receptores por via intraperitoneal na semana 0 do protocolo experimental. No

grupo controle que ndo recebeu doacéo de células, foi realizada uma injecao intraperitoneal de



91

200 pl de PBS estéril no mesmo periodo. Os animais foram acompanhados para medicao de

incremento de lesdo, e a eutandsia ocorreu na 112 semana do protocolo experimental.

6.1.6 Analise estatistica

A anélise estatistica e graficos foram montados utilizando o programa GraphPad Prism
8.0 (GraphPad, Boston, MA, EUA). Para analise da curva de sobrevivéncia, foi utilizada a
estimativa de Kaplan-Meier, seguida pelo pos-teste de Log-rank (Mantel-Cox). Todos os dados
de varidveis continuas foram submetidos a teste ROUT para identificacdo de outliers, e a
normalidade da sua distribuicdo foi determinada pelo teste Shapiro-Wilk. Para comparacao
entre dois grupos, foram utilizados os testes t de Student ndo pareado quando 0s grupos
apresentavam distribuicdo paramétrica (com correcdo de Welch quando os desvios padrdes dos
grupos foram diferentes), e Mann-Whitney quando pelo menos um grupo tinha distribuicéo
ndo-paramétrica. Para comparacdo entre trés ou mais grupos, o teste One-way ANOVA com
pos-teste de Boferroni foi utilizado quando todos os grupos apresentavam distribuicéo
paramétrica, enquanto o teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn de mdultiplas
comparacdes quando pelo menos um dos grupos ndo apresentava distribuicdo paramétrica. Para
analisar varidveis impactadas por dois fatores independentes, foi utilizado o teste Two-way
ANOVA. Valores de p foram atribuidos, e foram consideradas diferengas com os valores de p
< 0,05 como significativas.

6.2 Resultados — Capitulo 2

6.2.1 A coinfeccdo S. mansoni-L. amazonensis acentua doencga hepatica na esquistossomose

Nossos dados demonstraram que camundongos néo infectados ou monoinfectados com
L. amazonensis ndo apresentaram mortalidade durante o periodo analisado. Somente
camundongos dos grupos monoinfectados com S. mansoni e coinfectados apresentaram mortes
no decorrer das 18 semanas do protocolo experimental, sendo que a taxa de mortalidade dos

monoinfectados por S. mansoni foi de 30%, enquanto a dos coinfectados com L. amazonensis



92

e S. mansoni foi de 20%, ndo sendo observado alteragdes significativas neste parametro entre
estes grupos experimentais (p = 0,0985, figura 21A). Apesar de ndo ocorrerem alteracdes
significativas na variacao de peso dos animais nos diferentes grupos experimentais entre a 8% e
a 182 semana de experimento (figura 21B), foi possivel verificar que os animais do grupo
monoinfectado com L. amazonensis sempre tiveram varia¢do positiva e progressiva de peso no
periodo avaliado, enquanto que, nos animais monoinfectados por S. mansoni e nos
coinfectados, ndo houve diferenca significativa do peso em relacdo a 8% semana, sendo

observada variacdo de peso negativa em alguns periodos.

>
W

100+ 49 - la
904 |— 1 = SmLa T
2
80+ NI ] -|- F

Sm
- La

Sobrevivéncia (%)
3
Mudanca de peso (g)
i
JL}-

60 — SmlLa

50 T T T T T -2 T T T T T T T T T T T

T T 1
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Semanas Semanas

Figura 21. Curva de mortalidade e variacdo do peso de camundongos BALB/c no decorrer da infeccéo
e coinfeccdo por S. mansoni e L. amazonensis. (A) Curva de sobrevivéncia. Inicialmente, n = 10 (B)
Alteracdo de peso. A linha tracejada indica néo alteracdo no peso. NI: ndo infectado. Sm: monoinfectado
com S. mansoni. La: monoinfectado com L. amazonensis. SmLa: coinfectado com S. mansoni e L.
amazonensis. Cada ponto experimental representa a média = erro padrdo da média com n = 7-10
animais/grupo (B). Inferéncias estatisticas baseadas em resultados de Kaplan-Meier (A) e Two-way
ANOVA (B). Fonte: elaborado pelo autor.

Quanto a carga parasitaria de S. mansoni, apesar de o numero de vermes recuperados da
circulacdo de camundongos coinfectados ser menor do que em camundongos monoinfectados
por S. mansoni (figura 22A), ndo houve diferenca significativa na recuperacdo de helmintos
adultos. O mesmo se repetiu para a contagem somente de machos (figura 22B) ou de fémeas
(figura 22C). Também ndo houve diferenca significativa na estimativa de ovos retidos no figado
entre os animais monoinfectados por S. mansoni e os coinfectados por L. amazonensis (figura
22D).
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Figura 22. Carga parasitaria de S. mansoni em camundongos BALB/c monoinfectados por S. mansoni
ou coinfectados por S. mansoni e L. amazonensis. (A) Numero total de vermes adultos. (B) Numero de
machos adultos. (C) Numero de fémeas adultas. (D) Numero de ovos retidos no figado. Sm:
monoinfectado por S. mansoni. SmLa: coinfectado com S. mansoni e L. amazonensis. Dados compilados
de dois experimentos independentes e representados como valores individuais, mediana e intervalo
interquartil. Inferéncias estatisticas baseadas em resultados de teste t de Welch (A, D) ou Mann-Whitney
(B, C). Fonte: elaborado pelo autor.

Partindo para analise de orgaos internos, foi possivel observar que, os bagos (figura
23A) e os figados (figura 23B) dos animais monoinfectados com L. amazonensis tiveram peso
proporcional similar aos dos animais nao infectados. Em contraste, camundongos do grupo
monoinfectado com S. mansoni mostraram aumento significativo desses 6rgaos em relacao aos
ndo infectados, sendo que, no caso do baco, a coinfeccdo por L. amazonensis ndo alterou
significativamente o aumento provocado pela esquistossomose experimental. Porém, apesar do
aspecto macroscopico similar entre os grupos infectados com S. mansoni, com cor acinzentada,
firme ao toque e focos brancos milimétricos multifocais pelo parénquima hepatico, os figados
dos animais coinfectados tiveram peso significativamente maior do que nos outros trés grupos
(figura 23 B), inclusive em comparacdo aos monoinfectados com S. mansoni (p < 0,0001 para
néo infectado e monoinfectado com L. amazonensis, p = 0,0008 para monoinfectado com S.

mansoni).
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Figura 23. Peso relativo de baco (A) e figado (B) em camundongos BALB/c ndo infectados,
monoinfectados com S. mansoni ou L. amazonensis, ou coinfectados. NI: ndo infectado. Sm:
monoinfectado com S. mansoni. La: monoinfectado com L. amazonensis. SmLa: coinfectado com S.
mansoni e L. amazonensis. Dados de trés experimentos independentes, mediana e intervalo interquartil.
Inferéncias estatisticas baseadas em resultados de Kruskal-Wallis (A) e One-way ANOVA (B). Letras
diferentes entre grupos indicam diferencas estatisticas. Fonte: elaborado pelo autor.

A partir do soro dos animais experimentais, foram realizados testes bioquimicos para
analise de funcdo hepatica (figura 24). Nao houve diferenca significativa nos niveis séricos de
albumina (figura 24A), de proteina C-reativa (figura 24B) e de atividade de ALT (figura 24D).
Por outro lado, houve aumento significativo na atividade de AST no soro de animais
coinfectados em comparacgdo a todos os outros grupos (figura 24C), o que se refletiu também
na razdo AST/ALT (figura 24E). Ja atividade de GGT (figura 24F) se apresentou elevada no
soro de animais coinfectados em relacdo aos monoinfectados por S. mansoni (p = 0,0113), mas
ambos os grupos apresentaram atividades similares as do controle ndo infectado e do

monoinfectado com L. amazonensis.
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Figura 24. Anélise sérica de funcdo hepatica em camundongos BALB/c ndo infectados, monoinfectados
com S. mansoni, monoinfectados com L. amazonensis ou coinfectados. (A) Albumina sérica. (B)
Proteina c-reativa sérica. (C) Atividade sérica de aspartato aminotransferase — AST. (D) Atividade sérica
de alanina aminotransferase - ALT. (E) Razdo entre AST/ALT. (F) Atividade sérica de gama-
glutamiltransferase — GGT. NI: ndo infectado. La: monoinfectado por L. amazonensis. Sm:
monoinfectado por S. mansoni. SmLa: coinfectado com S. mansoni e L. amazonensis. Dados compilados
de dois experimentos independentes e representados como valores individuais e média + erro padrao da
média. Inferéncias estatisticas baseadas em resultados de One-way ANOVA (B, C, D) ou Kruskal-
Wallis (A, E, F). Letras diferentes entre grupos indicam diferengas estatisticas. Fonte: elaborado pelo

autor.
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A andlise histopatoldgica (figura 25) revelou alteragGes hepéticas decorrentes da
infeccdo ou coinfeccdo por S. mansoni. Em ambos 0s grupos experimentais, foi possivel
verificar a presenca de ovos de S. mansoni, integros ou em processo de degeneracéo, cercado
por reacdo celular com deposicdo de matriz extracelular caracteristica de granuloma
esquistossomotico. De forma expressiva, houve importante perda de parénquima nos dois
grupos infectados por S. mansoni devido a presenca de ovos e a reacdo inflamatdria associada.
Um grande numero de granulomas multifocais e coalescentes associados aos ovos foi observado
em diferentes fases de desenvolvimento. Também foi possivel observar depoésitos de
hemossiderina, regides de dilatagdo de sinusoides, congestdo de vasos sanguineos com
perivasculite e areas de inflamacdo ao longo do parénquima hepatico, geralmente associada
com hiperplasia de ductos biliares em ambos 0s grupos experimentais; entretanto, a distribuicéo
das lesdes foi maior nos animais coinfectados (figura 25B). Apesar das lesdes histoldgicas,
ainda foi possivel verificar regies com parénquima hepético integro e corddes de hepatdcitos
relativamente bem preservados, especialmente nos animais monoinfectados por S. mansoni
(figura 25A).
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Monoinfectado

Coinfectado

Figura 25. Aspecto histopatoldgico geral do figado de camundongos infectados com S. mansoni
coinfectados ou ndo com L. amazonensis. Cortes histologicos de figados de camundongos BALB/c
infectados com S. mansoni (A, C) ou coinfectados com S. mansoni e L. amazonensis (B, D) corados
com hematoxilina e eosina. Cabeca de seta preta: ovos vidveis com miracidios integros e reacéo
granulomatosa circundante. Cabeca de seta branca: ovos calcificados com reacdo granulomatosa
periovular. Seta: dilatagdo sinusoidal. Circulo: infiltrado inflamatdrio ndo associado a granuloma.
Estrela de quatro pontas: hiperplasia de ductos biliares. Fonte: elaborado pelo autor.
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Conforme ilustrado na figura 26, é possivel ver diferengas nos granulomas na fase
produtiva/exsudativa com presenca de ovos viaveis circundados por um infiltrado inflamatério
com deposicao de matriz extracelular tanto no figado de animais do grupo monoinfectado com
S. mansoni como no de coinfectados com S. mansoni e L. amazonensis (figura 26A e 26B,
respectivamente). Também é observado um numero consideravel de ovos calcificados, os quais
se encontravam circunscritos por granulomas produtivos ou envoltos por cicatriz fibrética,
pouco celularizados e com fibras colagenas de disposicao concéntrica, presentes especialmente
nos animais coinfectados (figura 26B). Os granulomas hepaticos no grupo coinfectado também
apresentaram uma celularidade relativamente maior do que no grupo monoinfectado por S.
mansoni, com menor deposi¢do de matriz extracelular e sem uma organizagdo concéntrica
(figura 26B), geralmente observada nos granulomas de animais monoinfectados pelo

trematddeo (figura 26A)

Monoinfectado Coinfectado

Figura 26. Analise histopatologica de granulomas esquistossomoticos em figado de camundongos
BALB/c coinfectados ou ndo com L. amazonensis. Cortes histoldgicos de camundongos BALB/c
infectados com S. mansoni (A, C) ou coinfectados com S. mansoni e L. amazonensis (B, D) corados
com hematoxilina e eosina. Cabeca de seta preta: ovos viaveis com miracidios integro e reacdo
granulomatosa circundante. Cabeca de seta branca: ovos calcificados com reacdo granulomatosa
periovular. Seta: dilatacdo sinusoidal. Estrela de quatro pontas: hiperplasia de ductos biliares. Fonte:
elaborado pelo autor.
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Outras alteraces encontradas no figado dos animais coinfectados estdo ilustradas na
figura 27. Nestes animais foram observadas algumas regides de hepatdcitos vacuolizados
(figura 27A, B), com citoplasma de aspecto rendilhado e nlcleo central, indicativos de
degeneracdo hidrépica. Em um dos animais coinfectados, também foi possivel observar um
granuloma exsudativo perivascular comprimindo a parede de um vaso (figura 27D), além de
um ovo no lumen de um vaso formando um trombo, com deposic¢éo de fibrina e leucocitos
associados (figura 27C). Portanto, a coinfeccdo com L. amazonensis durante a oitava semana
de infeccdo por S. mansoni foi capaz de intensificar a doenca hepética da esquistossomose
cronica, intensificando a inflamacéo e os processos degenerativos, com consequente aumento

mais pronunciado do 6rgéo.

Figura 27. Achados histopatologicos no figado de camundongos BALB/c coinfectados com S. mansoni
e L. amazonensis. Cortes histologicos do figado de camundongos BALB/c coinfectados com S. mansoni
e L. amazonensis corados com hematoxilina e eosina. Hepatdcitos vacuolizados (A, B). Ovo em trombo
no interior de vaso congesto (C). Granuloma exsudativo reduzindo a luz de um vaso (D). Seta: dilatacdo
sinusoidal. Circulo: infiltrado inflamatdrio ndo associado a granuloma. Estrela de quatro pontas: ductos
biliares. Cabeca de seta preta: ovos. X: trombo. Estrela de cinco pontas: regido de hepatdcitos
vacuolizados. Fonte: elaborado pelo autor.
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6.2.2 A infecgdo prévia por S. mansoni altera o microambiente imunopatolédgico no sitio

de infeccdo por L. amazonensis

Todos os animais infectados com L. amazonensis, seja no grupo monoinfectado ou
coinfectado, apresentaram les6es tegumentares de aparéncia tipica na forma de pododermatite
ulcerativa com aumento da espessura da pata infectada, descamacdo de pele e ulceragéo.
Contudo, nos camundongos coinfectados, alteragdes marcantes foram vistas em relacdo a

patogénese induzida por L. amazonensis.

Durante o acompanhamento semanal (figura 28), as lesdes cutdneas no grupo
monoinfectado com L. amazonensis comegaram a aparecer a partir da 5% semana de infeccéo
por L. amazonensis (semana 13 do protocolo experimental), enquanto o incremento de lesdo
nos animais do grupo coinfectado foi significativamente maior que no inicio do experimento
somente a partir da 9% semana de infeccdo por L. amazonensis, que corresponde a 172 semana
do inicio do protocolo experimental. Além disso, entre a 16% e 18* semana do protocolo
experimental, o incremento de leséo dos animais monoinfectados com L. amazonensis foi maior
do que no dos animais coinfectados. N&o houve, contudo, alteragdo na frequéncia de ulceracéo
das patas e ndo foram detectadas lesdes fora do sitio de inoculacdo. Logo, a infecgdo prévia por
S. mansoni foi capaz de alterar a cinética do crescimento de lesdo de pata causado por L.

amazonensis, provocando aparecimento tardio e menor crescimento.
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Semanas poés-infec¢cdo por S. mansoni

Figura 28. Caracteristicas macroscopicas da pododermatite ulcerativa induzida pela infeccdo por L.
amazonensis em camundongos BALB/c previamente infectados por S. mansoni ou ndo. (A) Lesdo
provocada em animais monoinfectados ap6s 10 semanas de infeccdo por L. amazonensis. (B) Lesdo
provocada em animais coinfectados apds 18 semanas de infeccdo por S. mansoni e 10 semanas de
coinfeccdo por L. amazonensis. (C) Cinética de crescimento de lesdo. A linha pontilhada representa
diferenca entre as espessuras da pata direita e esquerda na 8% semana do protocolo experimental, antes
da infecgdo por L. amazonensis. La: monoinfectado com L. amazonensis. SmLa: coinfectado com S.
mansoni e L. amazonensis. Dados de um experimento (n = 10) representados como média + erro padréo
da média. Inferéncias estatisticas baseadas em resultados de Two-way ANOVA. * representa diferencas
em relagdo & semana 8 pos-infecgdo por S. mansoni (*p < 0,05). * representa diferengas entre grupos em
um mesmo ponto no tempo (*p < 0,05). Fonte: elaborado pelo autor.

J& a carga parasitaria de L. amazonensis, estimada por diluicdo limitante, apresentou
diferenca bastante expressiva entre os grupos (figura 29). Em média, a quantidade de parasitos
por grama de pata em animais coinfectados, depois de 10 semanas de coinfecgdo, foi 19,23

vezes maior do que em animais monoinfectados por L. amazonensis.
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Figura 29. Carga parasitaria na pata de camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis
coinfectados ou ndo com S. mansoni. La: monoinfectado com L. amazonensis. SmLa: coinfectado com
L. amazonensis e S. mansoni. Dado de um experimento e representados como valores individuais com
média + erro padrdo da média. Inferéncia estatistica baseada em resultado de teste Mann-Whitney.
Fonte: elaborado pelo autor.

Como a formacéo de lesdo e proliferacdo de L. amazonensis sdo ambas intrinsecamente
ligadas a resposta imune do hospedeiro (Scott & Novais 2016, Scorza et al. 2017), foram
analisados parametros imunolédgicos que pudessem justificar os fendtipos observados. As
concentracfes de nitrito em pata, indicativo indireto de producdo de éxido nitrico, ficaram
abaixo do nivel de deteccao nos grupos analisados (dados ndo mostrados). Ademais, ndo houve
diferenca na atividade de arginase (figura 30A), nem na atividade de NAG (figura 30B), EPO
(figura 30C) ou MPO (figura 30D) nas patas de animais monoinfectados com L. amazonensis
e coinfectados no periodo examinado, ou seja, ao final do protocolo experimental, com 18

semanas de infec¢do por S. mansoni, sendo as 10 ultimas com coinfec¢do por L. amazonensis.
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Figura 30. Atividade enzimatica em homogenato de pata de camundongos BALB/c infectados por L.
amazonensis e coinfectados ou ndo com S. mansoni. (A) Atividade de arginase. (B) Atividade de N-
acetilglicosaminidase. (C) Atividade de peroxidase eosinofilica. (D) Atividade de mieloperoxidase.
NAG: N-acetilglicosaminidase. EPO: peroxidase eosinofilica. MPO: mieloperoxidase. DO: densidade
Optica. La: monoinfectado por L. amazonensis. SmLa: coinfectado com S. mansoni e L. amazonensis.
Dados de dois experimentos isolados apresentados como valores individuais, mediana e intervalo
interquartil. Inferéncias estatisticas baseadas em resultados de teste t de Welch (A, B) ou Mann-Whitney
(C, D). Fonte: elaborado pelo autor.

Também foi realizada a dosagem de citocinas no homogenato de pata e no sobrenadante
de cultura de células isoladas de linfonodo popliteo dos animais monoinfectados com L.
amazonensis e dos coinfectados. A concentracdo das citocinas caracteristicas de ambientes
inflamatdrios do tipo 1 (figura 31), incluindo IFN-y, TNF-a ¢ IL-6 no homogenato de pata ou
no sobrenadante de cultura ndo apresentaram diferengas significativas entre os animais
monoinfectados ou coinfectados. Apesar das concentraces de IL-12p70 também ndo terem
apresentado diferenca nas patas (figura 31E), a estimulacdo com antigeno de L. amazonensis
foi capaz de aumentar significativamente a sua produgdo somente em células de linfonodo

popliteo de animais coinfectados (figura 31F).
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Figura 31. Concentracdes de citocinas de perfil tipo 1 em homogenato de pata e cultura de linfonodo
popliteo de camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis e coinfectados ou ndo S. mansoni.
IFN-y em pata (A) e linfonodo popliteo (B). TNF-a em pata (C) e linfonodo popliteo (D). IL-12p70 em
pata (E) e linfonodo popliteo (F). IL-6 em pata (G). La: monoinfectado por L. amazonensis. SmLa:
coinfectado com S. mansoni e L. amazonensis. SLA: antigeno soltvel de L. amazonensis. Dados de um
(B, D, F) ou dois (A, C, E, G) experimentos isolados e apresentados como valores individuais, mediana
e intervalo interquartil. Inferéncias estatisticas baseadas em resultados de teste t de Welch (E), Mann-
Whitney (A, C, G) e Kruskal-Wallis (B, D, F). # simboliza diferenca significativa entre producao basal
e estimulada por SLA em um mesmo grupo (*p = 0,0225). Fonte: elaborado pelo autor.
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Quando foram analisadas as citocinas de perfil tipo 2 no homogenato de pata e
sobrenadante de cultura de linfonodos (figura 32), ndo foram observadas diferencas nas
concentracOes de IL-4, IL-13 e IL-33 nos diferentes grupos experimentais, tanto no homogenato
de patas quanto na cultura de linfonodos popliteos. Porém, houve aumento significativo nas
concentra¢Bes de IL-5 nos animais coinfectados em relagdo aos monoinfectados. Os niveis
dessa citocina foram quase 30% maiores nas patas (figura 32C) e duas vezes maiores em
sobrenadante de cultura de linfonodo popliteo (figura 32D) de animais coinfectados quando
comparados aos monoinfectados por L. amazonensis; entretanto, essa diferenca desaparece

quando as células foram estimuladas com SLA.
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Figura 32. Concentracdes de citocinas de perfil tipo 2 em homogenato de pata e cultura de linfonodo
popliteo de camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis e coinfectados ou ndo com S. mansoni.
IL-4 em pata (A) e linfonodo popliteo (B). IL-5 em pata (C) e linfonodo popliteo (D). IL-13 em pata (E)
e linfonodo popliteo (F). IL-33 em pata (G). La: monoinfectado por L. amazonensis. SmLa: coinfectado
com S. mansoni e L. amazonensis. SLA: antigeno soltvel de L. amazonensis. Dados de um (B, D, F) ou
dois experimentos independentes (A, C, E, G) e apresentados como valores individuais, mediana e
intervalo interquartil. Inferéncias estatisticas baseadas em resultados de teste t de Welch (A, E, G),
Mann-Whitney (C) ou Kruskal-Wallis (B, D, F). Fonte: elaborado pelo autor.
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Também foram medidas citocinas tipicas de perfil regulatério (figura 33). Os niveis de
TGF-B (figura 33C, D) se mantiveram semelhantes em todos os grupos, tanto em homogenato
de pata quanto em cultura de células do linfonodo popliteo. Apesar de 1,87 vezes maior nas
patas de camundongos coinfectados, ndo houve diferenca significativa nas concentragdes de
IL-10 no homogenato de pata dos animais monoinfectados ou coinfectados com L. amazonensis
(figura 33A). Em cultura de linfonodo popliteo (figura 33B) sem estimulacao, as concentracfes
de IL-10 foram significativamente maiores nos animais coinfectados do que nos
monoinfectados por L. amazonensis. Ao estimular com SLA, tal diferenca estatistica ndo se
manteve, mas o perfil de producdo entre os grupos continuou semelhante ao encontrado na

auséncia de estimulo.
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Figura 33. Concentra¢fes de citocinas de perfil regulatério em homogenato de pata e cultura de
linfonodo popliteo de camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis e coinfectados ou ndo com
S. mansoni. IL-10 em pata (A) e linfonodo popliteo (B). TGF-B em pata (C) e linfonodo popliteo (D).
La: monoinfectado por L. amazonensis. SmLa: coinfectado com S. mansoni e L. amazonensis. SLA:
antigeno soltvel de L. amazonensis. Dados de um (B, D) ou dois experimentos isolados (A, C) e
apresentados como valores individuais, mediana e intervalo interquartil. Inferéncias estatisticas
baseadas em resultados de teste t de Welch (A, C) ou Two-way ANOVA (B, D). Fonte: elaborado pelo
autor.
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As concentracgdes de citocinas tipicas de resposta Th17 também foram estimadas (figura
34). Ndo houve diferenca nos niveis de IL-17 e IL-22 na pata dos camundongos (figura 34A,
B). No sobrenadante de cultura de linfonodo popliteo, ndo foi possivel detectar 1L-17 (dados
ndo mostrados), enquanto a producgdo de IL-22, apesar de detectavel, ndo foi diferente entre os

grupos, mesmo apos estimulagdo com SLA (figura 34C).
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Figura 34. Concentracdes de citocinas de perfil Th17 em homogenato de pata e cultura de linfonodo
popliteo de camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis e coinfectados ou ndo com S. mansoni.
IL-17 em pata (A). IL-22 em pata (B) e linfonodo popliteo (C). La: monoinfectado por L. amazonensis.
SmLa: coinfectado com S. mansoni e L. amazonensis. SLA: antigeno soltvel de L. amazonensis. Dados
de um (C) ou dois experimentos independentes (A, B) e apresentados como valores individuais, mediana
e intervalo interquartil. Inferéncias estatisticas baseadas em resultados de teste Mann-Whitney (A), teste
t de Welch (B) ou Kruskal-Wallis (C). Fonte: elaborado pelo autor.

Além de citocinas, também foram avaliados os niveis de diferentes quimiocinas nas
patas de camundongos monoinfectados por L. amazonensis e coinfectados (figura 35). A
infeccdo prévia por S. mansoni ndo afetou significativamente as concentracdes de CCLD5,
CCL17,CCL24, CXCL2 e CXCL13 nas patas de camundongos infectados por L. amazonensis.
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Figura 35. Concentragdes de quimiocinas homogenato de pata de camundongos BALB/c infectados por
L. amazonensis e coinfectados ou ndo com S. mansoni. (A) CCL5. (B) CCL17. (C) CCL24. (D) CXCL2.
(E) CXCL13. La: monoinfectado por L. amazonensis. SmLa: coinfectado com S. mansoni e L.
amazonensis. Dados de dois experimentos independentes apresentados como valores individuais,
mediana e intervalo interquartil. Inferéncias estatisticas baseadas em resultados de teste Mann-Whitney
(A, D, E), teste t de Student (B) e teste t de Welch (C). Fonte: elaborado pelo autor.

As alteracdes histologicas na pata de camundongo BALB/c induzidas pela infeccéo
experimental com L. amazonensis em animais monoinfectados e coinfectados com S. mansoni
estdo ilustradas na figura 35. Apesar da presenca de poucas areas com arquitetura tecidual
relativamente preservada, tanto o grupo monoinfectado com L. amazonensis quanto o

coinfectado apresentaram descamacdo do estrato corneo, juntamente a adelgacamento e
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retificacdo da epiderme, devido & diminuicdo ou auséncia de papilas dérmicas, além de
vacuolizacdo perinuclear em queratinocitos (figura 36A, B, C e D). Em areas de
descontinuidade da epiderme, foi possivel visualizar crostas de evidente exsudato inflamatério
sobreposto ao epitélio danificado (figura 36B e D). Apesar de parte da derme se encontrar
preservada, em especial imediatamente abaixo da epiderme, houve quase completa substituigdo
do tecido conjuntivo por infiltrado mononuclear de aspecto mondtono. O infiltrado celular era
majoritariamente composto por histiécitos em forma de anel de sinete parasitados com
amastigotas. Outros tipos celulares, como células linfoides, polimorfonucleares e células

epitelioides também estavam presentes, mas em uma frequéncia diminuta.

Processos degenerativos e focos necroticos, apesar de presentes em ambos 0S grupos,
também foram notavelmente mais abundantes e extensos nas patas de camundongos
coinfectados (figura 36B, D). Ja os vacuolos parasitéforos em macrofagos se mostraram
grandes e comunais, com morfologia tipica de infeccdo por L. amazonensis. Contudo,
amastigotas foram aparentemente mais numerosas nos vacuolos de células do grupo

coinfectado (figura 36F).
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6.2.3 A transferéncia de células peritoneais aderentes altera o desenvolvimento de les6es

cutaneas

Por fim, foi realizada a transferéncia de células aderentes recuperados no lavado
peritoneal (macréfago) de diferentes microambientes imunoldgicos para camundongos somente
infectados por L. amazonensis, a fim de investigar a participagdo dessas células na resposta ao

protozoario. Os resultados sdo apresentados na figura 37.
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Figura 37. Alteracdo de cinética de desenvolvimento de lesdo cuténea induzida pela infeccdo por L.
amazonensis em camundongos BALB/c, ap6s a transferéncia de células peritoneais aderentes
recuperadas de doadores infectados ou ndo por S. mansoni. A transferéncia de células peritoneais
aderentes (macrofagos) foi realizada no tempo zero do protocolo experimental. PBS: animais que
somente receberam inje¢do de PBS (n = 5). RNI: animais receptores de células peritoneais aderentes de
camundongos ndo infectados (n = 6). RSm: animais receptores de células peritoneais aderentes de
camundongos com oito semanas de infeccdo por S. mansoni (n = 5). Dados apresentados como média +
erro padrdo da média. Inferéncias estatisticas baseadas em resultados de teste Two-way ANOVA. *
representa diferencas em relagdo a semana 8 pds-infec¢do por L. amazonensis (**p < 0,01, ***p < 0,001,
****p < 0,0001). * representa diferengas entre grupos em um mesmo ponto no tempo (*p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001). Fonte: elaborado pelo autor.

Né&o foi observada mortalidade ou lesbes em outros orgaos e tecidos em nenhum dos
grupos experimentais. Ao final do acompanhamento, todas as lesGes se apresentaram como
pododermatites ulcerativas tipicas de aspecto similar entre os grupos. Contudo, a transferéncia

de células peritoneais se mostrou capaz de alterar o desenvolvimento das lesbes cutaneas
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causadas por L. amazonensis. Tanto o grupo que recebeu macrofagos peritoneais de
camundongos néo infectados quanto o grupo que recebeu macréfagos de animais na fase aguda
da infecgé@o por S. mansoni apresentaram les6es de tamanho reduzido, quando comparados ao
grupo que ndo recebeu transferéncia, a partir da semana 9 do protocolo experimental, sendo
estes semelhantes entre si. Além disso, as lesbes dos grupos receptores também tiveram

crescimento mais lento.

6.3 Discusséo — Capitulo 2

Mesmo que alguns aspectos associados a coinfecgdes experimentais entre Schistosoma
sp. e Leishmania sp. tenham sido investigadas anteriormente (Coelho et al. 1980, Yoshida et al.
1999, la Flamme et al. 2002, Yole et al. 2007, Khayeka—Wandabwa et al. 2013, Thorstenberg
et al. 2024), a literatura ainda é relativamente escassa, e a maioria dos estudos focam em
coinfeccdes utilizando L. major, um parasito bem descrito como modelo para leishmaniose
cutdnea experimental, em detrimento de outras espécies dermotropicas também
epidemiologicamente relevantes. Logo, este trabalho teve, como foco, avaliar o impacto da
coinfeccdo Schistosoma-Leishmania sobre a infec¢do por L. amazonensis, uma das principais
espécies causadoras de LTA no Brasil e o principal agente etiolégico da leishmaniose difusa
(Barrientos 1948, Barral et al. 1991, Scorza et al. 2017).

Do ponto de vista da esquistossomose, poucos trabalhos sobre a coinfeccdo
Schistosoma-Leishmania abordam alteracdes sobre o desenvolvimento de S. mansoni no
hospedeiro e suas consequéncias na evolugdo da doenga. No presente trabalho, somente foi
relatada morte nos grupos com animais infectados por S. mansoni, tendo 0s grupos
monoinfectado e coinfectado mortalidades semelhantes, consistente com os dados de
manutencdo de peso. De forma relevante, esse resultado ndo reflete o que ja foi relatado na
literatura. Yole et al. (2007) apontaram sobrevivéncia de todos os animais do grupo coinfectado
ao fim de 10 semanas de coinfec¢do por S. mansoni e L. major, enquanto houve 60% de
mortalidade no grupo monoinfectado por S. mansoni. Os autores apontam a maior
sobrevivéncia no grupo infectado em melhora da doenca hepatica; contudo, € importante
ressaltar que a avaliacdo de lesdes no figado por Yole et al. (2007), apés 8 semanas da
coinfecgcdo concomitante por S. mansoni e L. major, s6 levou em consideragdo aspectos

macropatologicos de textura e granulagdo, além de utilizar outra espécie, L. major, e em um
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esquema de coinfeccdo diferente do utilizado aqui. Além disso, 0s nossos resultados apontam
que a carga parasitaria de S. mansoni ndo é alterada durante a coinfeccdo em camundongos
BALB/c quando a coinfeccdo com L. amazonensis ocorre na 8 semana de infec¢do por S.
mansoni, 0 que vai de encontro aos achados em coinfecgéo entre S. mansoni e L. donovani
(Hassan et al. 2006) ou L. major (la Flamme et al. 2002, Khayeka—\Wandabwa et al. 2013).

Quanto as alteragcbes macroscopicas no figado, foi possivel observar aumento
expressivo no peso relativo do figado em animais coinfectados, diferente do que foi visto por
Khayeka-Wandabwa et al. (2013). Devido a retencdo semelhante de ovos no figado, o maior
peso relativo desse 6rgdo nesse grupo nao se justifica no maior acimulo de ovos. Em laminas
histopatolodgicas, figados de ambos 0s grupos apresentaram intensa presenca de ovos retidos,
sustentando esse achado. O numero grande de ovos, inclusive a presenca especialmente elevada
de ovos calcificados, € compreensivel devido ao longo tempo de infec¢do por S. mansoni (18
semanas ao fim do experimento). Ademais, em analise subjetiva, apesar da congestdo de
sinusoides de intensidade similar entre os grupos, areas de hepatdcitos em degeneracdo de
hepatocitos e hiperplasia de ductos biliares foram mais extensas no figado de animais

coinfectados, o que indica uma integridade diminuida do parénquima hepatico.

Curiosamente, no grupo coinfectado, foi notado acumulo de células no interior de vasos
de maior calibre ao redor de um ovo circulante. Normalmente, ovos imaturos de S. mansoni
interagem com o endoteélio e sdo levados para fora da circulacdo, enquanto somente ovos em
estagios mais avangados de maturacdo promovem o recrutamento de leucécitos para formagao
de granuloma (Takaki et al. 2021, Yeh et al. 2022). Isso torna a formagdo de granuloma
intravascular, no minimo, improvavel; contudo, esse fendmeno ocorre em outros modelos,
como na infecgdo endovenosa por Cryptococcus neoformans (Yamaoka et al. 1996). Também
hé a possibilidade de haver uma aglomeragdo de células ao redor do ovo como um sinal de
coagulagdo intravascular disseminada, possivel ocorréncia em humanos com esquistossomose
(Omranetal. 1995, Mebius et al. 2013), que poderia levar a formacdo de um trombo envolvendo
0 ovo. De qualquer forma, tal achado pode ser indicativo de piora na circulacdo — tanto como
consequéncia, por permitir que ovos permanecam mais tempo na corrente sanguinea, quanto
como causa, por um granuloma intravascular/trombo possivelmente funcionar como émbolo
em vasos de maior calibre. Para investigar melhor as alteragdes funcionais do figado desses
animais, foi feita analise de enzimas associadas a lesdes hepaticas no soro dos animais

experimentais.
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Neste trabalho, houve aumento na atividade sérica de AST e GGT, assim como da razéo
AST/ALT em animais coinfectados. ALT e AST sdo enzimas comumente utilizadas para
indicar dano hepatico, sendo a atividade sérica de ALT relativamente mais especifica, ja que
AST esta presente em todos os tecidos a excegdo de 0ssos, estando em quantidades
consideraveis no figado e musculo esquelético (Washington & Van Hoosier 2012). O aumento
concomitante da atividade sérica de ALT e AST ¢é presente em, aproximadamente, 50% dos
individuos com esquistossomose, mas nédo sdo, isoladamente, bons parametros para diferenciar
formas mais ou menos graves (Mansour et al. 1982, Barreto et al. 2017). Em outras doengas
hepéticas, como hepatite C, doenca hepética gordurosa ndo alcoolica e cirrose alcoodlica, o
aumento da razdo AST/ALT ja foi associado a complicacGes e piora do prognostico (Giannini
et al. 2003, McPherson et al. 2010, Vilar-Gomez et al. 2018). Como o0 aumento desse indicador
é mais frequente em animais coinfectados, é possivel que isso sugira maior dano ao paréngquima

hepético, o que condiz com os achados de maiores areas de lesdo de hepatdcitos nesse grupo.

Por sua vez, GGT é uma enzima comum na membrana plasmatica de hepatdcitos, e,
durante lesdo hepatica ou bloqueio de ductos biliares, seu acimulo leva a secre¢do de excessos
dessa enzima na corrente sanguinea (Kunutsor 2016). A atividade sérica de GGT elevada
também é frequente em quadros que envolvem o sistema hepatobiliar. Neste trabalho, uma das
alteragdes observadas no grupo coinfectado durante a analise histopatoldgica foi a hiperplasia
de ductos biliares. O aumento da atividade sérica de GGT segue a proliferacdo de ductos
biliares, decorrente do aumento da pressdo interna do sistema biliar, desorganizacdo das jungdes
intracelulares do epitélio dos ductos biliares ou necrose (Bulle et al. 1990, Brouillet et al. 1998).
Em criancas com atresia de vias biliares, na qual a proliferacdo de ductos biliares é
caracteristica, ocorre aumento da atividade sérica de GGT, que se eleva progressivamente,
refletindo a constante proliferacdo de ductos conforme a crianca se torna adulta (Shen et al.
2020). Semelhantemente, a administracdo de 1-naftilisotiocianato em ratos também promove
aumentos da atividade sérica de GGT que correspondem fortemente ao aumento do volume de
ductos biliares (Leonard et al. 1984). Logo, 0 aumento da atividade de GGT pode ser um reflexo

da hiperplasia de ductos biliares vista na analise histopatoldgica.

Paralelamente, a atividade de GGT em pacientes com esquistossomose cronica é
correlacionada diretamente ao aumento do fluxo sanguineo portal (Alves Jr. et al. 2003),
estando elevada em individuos com manifestacdes hepatoesplénica em relacdo a formas ndo
complicadas (Mansour et al. 1982). O fluxo portal, por sua vez, € um dos fatores que

determinam a pressao portal, juntamente com a resisténcia dos vasos hepaticos a passagem do
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sangue (Bosch & Iwakiri 2018), e normalmente se encontra aumentado em camundongos as 11
semanas de infeccao experimental por S. mansoni (Sarin et al. 1991). A degeneracao hidropica,
vista com mais frequéncia no grupo coinfectado, também corresponde a uma alteragdo causada
por isquemia em individuos com esquistossomose hepatoesplénica (Cullen & Stalker 2016),
corroborando como sinal de pior circulagdo nesses animais. Apesar de ndo terem sido notadas,
a primeira vista, diferencas marcantes na congestao de sinusoides entre o grupo monoinfectado
por S. mansoni e o grupo coinfectado, é possivel que o0 aumento de GGT e areas de degeneracao
no grupo coinfectado em relacdo aos animais monoinfectados por S. mansoni sejam um

indicativos de maior comprometimento da circulacdo portal intra-hepatica.

Além do grupo coinfectado, também houve individuos no grupo monoinfectado por L.
amazonensis que também apresentaram animais com atividade de GGT elevada. Em cdes
infectados por L. infantum, aumento da atividade de GGT sérica é relacionado a
comprometimento hepatobiliar e renal (Valladares et al. 1997, Paltrinieri et al. 2018, Frazilio et
al. 2018). Logo, € possivel que a infeccdo por L. amazonensis possa ter levado a complicacGes
hepéticas durante a coinfeccdo, especialmente levando em consideragdo que Hassan et al.
(2006) observou que o granuloma esquistossomotico fornece um ambiente favoravel a
proliferacdo de L. donovani no figado. Contudo, ndo foram observadas amastigotas durante a
analise histopatolégica do figado, assim como ndo foram realizadas quantificacfes de carga
parasitaria para a averiguacao da presenca de L. amazonensis nesse 6rgdo neste trabalho. Além
disso, é possivel que alteracdes na atividade de GGT sejam, pelo menos que parcialmente, de
origem extra-hepatica, como perturbacdo da funcdo renal nesses animais (Valladares et al.

1997, Paltrinieri et al. 2018, Frazilio et al. 2018), a qual n&o foi avaliada.

Quanto aos granulomas esquistossomoticos, apesar de haver um aparente aumento na
celularidade dos granulomas de animais coinfectados, ainda ndo é possivel afirmar que a
coinfeccdo tenha alterado de maneira significativa a formagdo dessas estruturas. Porém, a
integridade e formacdo apropriada do granuloma esquistossomotico € indispensavel para a
protecdo do parénquima hepatico contra a acdo dos ovos de S. mansoni (Hoffmann et al. 2000,
Hesse et al. 2004, Herbert et al. 2004, Maggi et al. 2021). Logo, é possivel que uma ma
formagdo do granuloma por conta da coinfeccdo tenha permitido o maior extravasamento de
antigenos citotoxicos dos ovos, contribuindo para maior lesdo hepatica no grupo coinfectado.
Trabalhos com o uso de hamster sirio mostraram que a coinfeccdo entre S. mansoni e L.
infantum modificou a morfologia de granulomas hepaticos (Mangoud et al. 1997, 1998), dando

base a essa possibilidade no modelo aqui utilizado. Contudo, Hassan et al. (2006) n&do notaram
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mudancgas na morfologia dos granulomas de S. mansoni em coinfeccdo com L. donovani.
Analises mais precisas, como morfometria e 0 uso de outras coloracdes, como prata amoniacal
de Gomori (Gomdori 1937), tricbmico de Masson (Masson 1929) e vermelho de picrosirius
(Llewellyn 1970), podem permitir uma melhor investigacdo da composic¢do dos granulomas e
processos fibroticos durante a coinfeccéo.

Ja no que diz questdo a leishmaniose tegumentar experimental, os dados presentes na
literatura, até 0 momento, contrastam quanto a conclusdo sobre lesGes cutaneas induzidas por
Leishmania spp. serem ou ndo afetadas pela infecgdo por S. mansoni. Enquanto alguns estudos
(Yoshida et al. 1999, Khayeka—Wandabwa et al. 2013) mostram que a coinfec¢do por S.
mansoni e L. major ndo afeta a cinética de crescimento das lesdes em camundongos BALB/c e
C57BL/6, outros descreveram que a coinfeccdo concomitante poderia resultar em lesdes
maiores de crescimento e cura mais demorados em camundongos C57BL/6 (la Flamme et al.
2002, Yole et al. 2007). Por outro lado, utilizando camundongos ndo isogénicos e L. mexicana,
uma espécie filogeneticamente proxima a L. amazonensis (Tschoeke et al. 2014), Coelho et al.
(1980) demostraram lesGes com um menor periodo de incubacdo. Esses resultados conflitantes
podem ser resultado de variagcGes no modelo experimental escolhido, tempo de coinfec¢do ou
espécie e cepa dos parasitos utilizados. Enquanto isso, nossos dados mostram que a coinfec¢do
com L. amazonensis em camundongos BALB/c infectados ha 8 semanas com S. mansoni causa
um periodo de incubagdo maior, mas lesGes de menor espessura, constituindo uma alteracdo de

perfil clinico ndo antes relatado na literatura sobre coinfec¢bes Schistosoma-Leishmania.

Apesar de menos espessas, a carga parasitaria de L. amazonensis nas lesfes cutaneas de
animais coinfectados foi impressionantemente maior, sendo notavel inclusive em corte
histologico. Esse resultado € apoiado pelo evidenciado por Thorstenberg et al. (2024), que
mostrou maior carga parasitaria em linfonodo popliteo de camundongos Swiss coinfectados
com S. mansoni e L. amazonensis. Logo, a reducgéo na espessura da lesdo ndo correspondeu a
um perfil de protecdo e controle, diferente do que ocorre com a monoinfeccdo de L.
amazonensis em camundongos C57BL/6, os quais apresentam lesdes menos espessas e com
baixa carga parasitaria quando comparado a camundongos BALB/c (Velasquez et al. 2016).
Nossos dados tambeém contrastam com os dados de la Flamme et al. (2002), que constataram
lesbes mais espessas com maior carga parasitaria de L. major em camundongos C57BL/6
coinfectados com S. mansoni. Isso sugere que a resposta imune no sitio de infeccdo de L.
amazonensis foi alterada pela infeccdo prévia com S. mansoni, resultando em um

microambiente que favoreceu o crescimento de amastigotas.
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Normalmente, ambientes imunoldgicos que favorecem o crescimento de amastigotas de
Leishmania spp. sdo associados ao controle de dano tecidual causado por respostas de tipo 1
(Scott & Novais 2016, Scorza et al. 2017). A primeira vista, com base nas atividades de NAG,
EPO e MPO e niveis de quimiocinas nas patas dos camundongos coinfectados, ndo houve
diferenca aparente na infiltracdo de macrdfagos, eosindfilos e neutrdfilos. Sob anélise
histopatoldgica, foi possivel ver que a infiltracdo de eosindfilos e neutréfilos foi minima perto
do infiltrado de macrofagos devido a quase completa substituicdo da derme por infiltrado de
células do SFM. Surpreendentemente, a histopatologia também evidenciou que, na realidade,
ndo houve inducdo de um perfil imune protetor durante a coinfeccdo — pelo contrério,
camundongos coinfectados apresentaram areas de necrose mais numerosas e maiores, e perda
da integridade da derme é que pode ter ocasionado lesbes menos espessas nesse grupo. Portanto,
ha a necessidade de explorar o microambiente imunolégico como um todo para melhor entender
as alteragbes na cinetica de desenvolvimento das lesbes num contexto de coinfeccdo S.

mansoni-L. amazonensis, assim como o dano tecidual e proliferacdo de amastigotas.

A fim de ter uma visdo mais confidvel sobre a resposta imune nos sitios de infec¢éo por
L. amazonensis, foram medidas as concentrac@es de citocinas nas patas e linfonodos popliteos.
Apesar de ndo ser significativamente diferente no homogenato de pata, houve elevacdo dos
niveis de IL-10 no sobrenadante de cultura de linfonodo popliteo na auséncia de estimulacao
por SLA. Esperam-se niveis mais altos de 1L-10 durante a fase cronica da esquistossomose, ja
gue antigenos dos ovos sdo responsaveis por induzir uma resposta regulatdria nas fases tardias
da infeccdo (Hoffmann et al. 2000, Hesse et al. 2004, Haeberlein et al. 2017). A fonte principal
de IL-10 durante a infec¢do por L. major aparentam ser células T CD4"FoxP3", como mostrado
em camundongos BALB/c CDA4C™®*|L-10Mfox o5 quais apresentam melhor controle da

infeccdo, com lesdes autolimitadas e com baixa carga parasitaria (Schwarz et al. 2013).

Além disso, IL-10 compromete a capacidade de secrec¢do de IL-12p70 mediada por IFN-
y/LPS por macrofagos infectados por L. major ou L. amazonensis, além de aumentar a carga
parasitaria nessas células (Kane & Mosser 2001, Ji et al. 2003). J& em células mononucleares
de sangue periférico de pacientes com LCL, a estimulacdo de simultanea com SLA e antigenos
de S. mansoni levaram a maior producdo de IL-10, aumento na expressdo de CTLA-4 e menor
expressao de HLA-DR (Bafica et al. 2011, 2012). De forma semelhante, células dendriticas de
individuos com esquistossomose infectadas in vitro com L. braziliensis apresentaram
diminuicdo de HLA-DR e aumento de IL-10R (Lopes et al. 2018), o que aumentaria a

sensibilidade dessas células a IL-10 e diminuiria a sua capacidade de ativacdo de linfocitos T.
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Logo, apesar de ndo ser capaz de controlar a inflamagdo na pata e lesdo tecidual, existe a
possibilidade de IL-10 estar envolvida no aumento da proliferacdo de L. amazonensis em
camundongos previamente infectados por S. mansoni. A coinfec¢édo, contudo, nao foi capaz de
reduzir os niveis de citocinas de perfil tipo 1, como IL-6, IL-12p70, IFN-y e TNF-q, sugerindo
que niveis de resposta tipo 1 mantidos também podem ter participacdo no dano a pele
observado. Sendo assim, a menor espessura das lesbes de pata, novamente, ndo reflete protecédo
contra LTA, nem parasitoldgica nem patologicamente. E possivel que o incremento de lesdo no
grupo coinfectado ndo tenham crescido na mesma medida que o grupo monoinfectado por L.
amazonensis devido a perda de tecidos sadios por necrose e exsudacdo através do epitélio

danificado, levando a retracdo da espessura da pata.

Ademais, foi notado que niveis de IL-5, uma citocina associada & diferenciacao,
migracdo e ativacdo de eosindfilos (Stirling et al. 2001), estavam aumentados tanto no
homogenato de pata quanto no sobrenadante de cultura de linfonodo popliteo de camundongos
infectados. Apesar de apresentar um pico durante a fase aguda da esquistossomose, assim como
outras citocinas associadas a resposta de tipo 2, como IL-4 e IL-13, os niveis de IL-5 podem
manter-se elevados durante os estagios iniciais da fase cronica, coincidindo com o aumento de
eosinofilos (Costain et al. 2022). Células mononucleares de sangue periférico de individuos
com LCL, quando expostas a SLA e PIIl (um antigeno de S. mansoni) aumentaram sua
producéo de IL-5 (Bafica et al. 2011).

Durante a infeccdo por L. amazonensis e L. mexicana, existe evidéncia de que
eosindfilos possam ter um papel protetor tanto in vitro quanto in vivo (Watanabe et al. 2004,
Marques et al. 2021, Salaiza-Suazo et al. 2024). Por outro lado, também héa trabalhos que
demonstram que proteinas citotoxicas de granulos de eosinofilos podem ser parcialmente
responsaveis pela patogénese de dermatite atépica e de lesdes ulceradas na sindrome
hipereosinofilica (Simon et al. 2004, Plager et al. 2009). Além disso, camundongos deficientes
em Sharpin, os quais apresentam dermatite eosinofilica, apresentam melhora quando tratados
com IgG anti-IL-5 (Seymour et al. 2007, Renninger et al. 2010). Eosindfilos também séo
envolvidos em colite ulcerativa, sendo recrutados por IL-5 e TNF-o (Carlson et al. 1999,
Lampinen et al. 2001). J4 em pacientes com leishmaniose difusa por L. mexicana, nos quais ha
eosinofilia sanguinea e aumento da infiltracdo intralesional de eosinofilos, estes sdo produtores
de IL-6, IL-8 e IL-13, citocinas que podem estar associadas a progressdo da doenca (Salaiza-
Suazo et al. 2024). Além disso, CCL11, uma quimiocinas associada ao recrutamento de

eosindfilos (Bandeira-Melo et al. 2001), é detectada com mais frequéncia em individuos
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infectados por S. mansoni com historico de LTA em comparagdo a quem é somente infectado

por S. mansoni (Miranda et al. 2021).

Neste trabalho, a andlise histopatoldgica ndo evidenciou diferencas relevantes no
infiltrado de eosindfilos nas patas de camundongos coinfectados, apoiado pelos resultados
similares de CCL24 e atividade de EPO (Bailey 1988, Barcelos et al. 2005, Lee et al. 2020).
Futuramente, outras anélises, como coloracdes especificas para eosinofilos, como vermelho de
Sirius alcalino (Llewellyn 1970, Meyerholz et al. 2009), ou citometria de fluxo, podem
confirmar a auséncia de diferencas na infiltracdo de eosinofilos ou mostrar diferencas aqui nao
observadas por limitacfes das metodologias utilizadas. De qualquer forma, devido a baixa
proporc¢do de eosindfilos em relagdo a macrdéfagos no sitio de infecgdo, € possivel que aqueles

néo tenham sido capazes de auxiliar no controle da infec¢cdo demonstrado anteriormente.

Alguns trabalhos, apesar de demonstrarem um papel importante de eosinofilos no
controle de L. amazonensis, s6 mostraram tal capacidade com grandes quantidades dessas
células. Marques et al. (2021) observaram que eosindfilos exercem papel de controle in vitro
de L. amazonensis em macrofagos infectados pela secrecao de prostaglandina D2, mas somente
na proporcdo de 5 eosinofilos para cada macr6fago; o mesmo ndo sendo observado nas
proporgdes de 1:1 ou 2:1. De forma similar, Watanabe et al. (2004), utilizando camundongos
IL-5 TG com eosindfilos correspondentes a, pelo menos, 50% dos leucdcitos circulantes,
obtiveram um fenotipo de resisténcia a infeccdo por L. amazonensis. Portanto, € possivel que o
controle de L. amazonensis por eosinéfilos s6 seja biologicamente relevante quando a
proporc¢do de eosinofilos para macrofagos é relativamente alta no sitio de infecgdo, o que ndo
foi observado neste trabalho. Sendo assim, pode-se sugerir que, pela baixa proporcdo de
eosinofilos nas patas de camundongos coinfectados em relagdo a imensa quantidade de
macrofagos, a ativagdo dessas células mediada por IL-5, associada aos niveis mantidos de TNF-
a, talvez tenha contribuido somente para o dano tecidual observado, mas nao colaborado para

o0 controle das amastigotas.

Em relagdo aos macrofagos, estudos anteriores do nosso grupo (Camelo-Janior 2019)
mostraram que macréfagos derivados de medula dssea de camundongos BALB/c com 8
semanas de infeccdo por S. mansoni s8o0 mais susceptiveis a infeccdo in vitro por L.
amazonensis, produzindo concentragdes maiores de TGF-B ¢ niveis menores de NO. Os
resultados do presente trabalho vao ao encontro dessa informacdo, mostrando que o fendbmeno
observado in vitro se estende para um fenétipo de susceptibilidade in vivo associada a

proliferacdo do parasito. Algo similar foi demonstrado por la Flamme, Scott & Pearce (2002)



121

em camundongos C57BL/6 infectados por S. mansoni na fase aguda, cujos macrofagos
peritoneais eram irresponsivos a IFN-y, produzindo menos NO, o que refletiu também no
aumento da carga parasitaria de L. major tanto in vitro quanto in vivo. Logo, para investigar
mais profundamente a participacdo de macrdfagos, foi realizada a transferéncia de células
peritoneais aderentes de animais na oitava semana de infecgdo por S. mansoni para outros

camundongos no momento da infec¢do por L. amazonensis.

No presente estudo, a transferéncia de células peritoneais por si sé se mostrou eficiente
em diminuir a espessura da pododermatite provocada por L. amazonensis. Contudo, ndo houve
diferenca entre o grupo receptor de macré6fagos de animais infectados com S. mansoni em
relacdo aos animais que receberam macrofagos de camundongos nédo infectados. 1sso pode ter
ocorrido por macréfagos serem células muito plasticas (Davis et al. 2013, Liao et al. 2019, Liu
et al. 2020), possivelmente levando mesmo os macrofagos de animais com S. mansoni a assumir
um perfil mais classicamente ativado em um ambiente de monoinfecgdo por L. amazonensis. A
nivel de delineamento experimental, é possivel que, para compensar a possivel plasticidade dos
macrofagos transferidos, realizar mais transferéncias durante o curso da infecgdo por L.
amazonensis poderia manter mais elevadas as quantidades de macréfagos polarizados. Além
disso, mais de uma transferéncia em diferentes pontos refletiria mais fielmente o que ocorre
durante a coinfeccdo. Importante ressaltar que, mesmo so6 tendo ocorrido uma transferéncia na
semana 0, isso foi o suficiente para mudar as manifestagdes no final do protocolo experimental.
Neste momento, ndo € plausivel descartar a possibilidade de ter havido alteragdes ndo
macroscopicas, como mudangas na carga parasitaria, no aspecto histopatoldgico das lesbes e na
resposta imune no sitio de infeccdo. Paralelamente, é possivel (e, inclusive, provavel) que
macrofagos ndo sejam 0s Unicos responsaveis pelas alteragdes vistas durante a coinfeccao in
vivo. Outros tipos celulares que estejam proeminentemente envolvidos nas diferengas vistas em

coinfeccdo in vivo podem ser indispensaveis para os fenotipos observados

6.4 Conclus6es — Capitulo 2

A infeccdo prévia por S. mansoni € capaz de alterar as lesdes cutaneas causadas por L.
amazonensis, assim como promover o seu crescimento intracelular. Contudo, apesar de haver
mudancas na resposta imune, a coinfecc¢do nao levou a um significante aumento de regulagéo

de respostas de tipo 1 no sitio de infecgdo, ocasionando um maior dano tecidual na derme, com
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0 aparecimento de extensas areas de necrose. Além disso, a coinfec¢do com L. amazonensis
durante uma infeccdo ja estabelecida por S. mansoni levou a piora nas lesGes hepaticas na
esquistossomose, com diminuicao da integridade do parénquima hepatico e possivel piora da

circulacdo hepética.
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7 RESUMO DOS RESULTADOS

7.1 Principais resultados — Capitulo 1

Dos 90 paises endémicos para leishmaniose tegumentar e 78 para
esquistossomose em 2022, 40 foram classificados coendémicos, 23 dos quais
apresentam transmissédo ativa das duas doengas, incluindo o Brasil;

Em Minas Gerais, entre 2013 e 2017, 61 municipios foram classificados como
agrupamentos high-high para leishmaniose tegumentar e esquistossomose,
distribuidos nas mesorregides do Norte de Minas, Jequitinhonha, Vale do
Mucuri, Vale do Rio Doce, Zona da Mata e Mesorregido Metropolitana de Belo

Horizonte.

7.2 Principais resultados — Capitulo 2

A coinfecgdo entre S. mansoni e L. amazonensis gera aumento expressivo do
figado associado a perda de integridade do parénquima hepatico e niveis
elevados de AST e GGT em comparacdo a animais monoinfectados com S.
mansoni;

A infecgdo prévia por S. mansoni levou a diminui¢do do incremento da lesdo de
pata induzida pela infecgdo experimental por L. amazonensis, redugéo esta que
ndo foi associada a protecdo do hospedeiro devido & maior destruicdo tecidual e
aumento da carga parasitaria;

Na coinfeccdo experimental, houve aumento de IL-5 e IL-10, além da
manutencéo de citocinas de perfil Th1 nos sitios de infec¢do por L. amazonensis;
A transferéncia de células peritoneais, no delineamento utilizado, reduziu o
crescimento da lesdo cutanea induzida por L. amazonensis independentemente

da origem dessas células.
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8 CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho evidenciou que diversos paises possuem transmissdo concomitante
de esquistossomose e leishmaniose tegumentar e que é analise de LISA é uma ferramenta (til
para indicar areas onde ha possibilidade aumentada de haver casos de coinfec¢do. Contudo, a
epidemiologia das coinfec¢bes Schistosoma-Leishmania ainda precisa ser mais bem abordada.
Estudos que abordem fatores socioambientais de risco para coinfeccéo e que determinem areas
de risco em outras regides do mundo séo indispensaveis para melhor entendimento da dindmica

de interacdo entre a transmissdo da esquistossomose e a da leishmaniose tegumentar.

Quanto a interagdo entre esquistossomose e leishmaniose tegumentar em modelo
experimental, é possivel observar que hd mudancas marcantes nas lesdes cutaneas e parasitismo
de L. amazonensis, assim como uma potencial piora da doenca hepética, possivelmente
relacionadas as alteracdes na resposta imune dos camundongos durante a coinfeccdo. Uma
possivel relacdo entre o recrutamento e ativacdo de alguns tipos celulares com as alteracdes
patoldgicas observadas durante a coinfeccdo Schistosoma-Leishmania, principalmente
eosindfilos e macrdfagos, ainda precisa ser mais bem investigada. Além disso, devido a
caracteristicas espécie-especificas, também é de grande importancia estudar outras espécies de

Leishmania spp. e Schistosoma spp. no contexto de coinfeccéo.
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