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Resumo

Existe uma sobreposicdo na distribuicdo epidemioldgica do helminto Schistosoma
mansoni e de algumas espécies de protozoarios do género Leishmania em varios paises da
Africa, América Central e América do Sul, incluindo o Brasil. Em virtude dessa extensa
sobreposicdo geografica, S. mansoni e espécies de Leishmania podem, ocasionalmente,
coinfectar os mesmos individuos. Apesar de predominantes em muitas partes do mundo,
relativamente pouco se conhece sobre as coinfec¢bes parasitarias e 0s impactos que uma
infeccdo latente pode causar na capacidade do hospedeiro em responder a um parasito recém
adquirido. O presente projeto avaliou o0s efeitos da presenga simultdnea do
helminto Schistosoma mansoni e do protozoario Leishmania (Leishmania) amazonensis em
modelo de camundongo BALB/c levando em conta parametros de caracterizacdo da progressao
das doencas comparando os grupos de infec¢des controle com os grupos de estudo, de modo a
estabelecermos se a presenca de um dos parasitos alterou o perfil de infeccéo do outro patégeno
(modelo de coinfeccao) ou se as espécies ndo causam interferéncias nos cursos da infec¢do uma
da outra (modelo de coabitacdo). Fatores como a ordem da infec¢éo e o intervalo de tempo entre
a infeccdo pelo primeiro parasito e a infec¢do pelo segundo parecem ter influéncia nos efeitos
causados no hospedeiro, porque foram observadas diferencas no curso da leishmaniose quando
a infeccdo por S. mansoni sucedeu a infeccdo por L. (L.) amazonensis e também no curso da

esquistossomose quando a infeccdo por L. (L.) amazonensis sucedeu a infeccdo por S. mansoni.

Palavras-chave: coinfeccdo; Schistosoma mansoni; Leishmania amazonensis.



Abstract

There is a geographic overlapping between the helminth Schistosoma mansoni and
some protozoan species of the genus Leishmania in several countries from Africa, Central
America, and South America, including Brazil. Due to this extended geographic overlapping,
S. mansoni and Leishmania species may, occasionally, coinfect the same individuals. Although
predominant in several parts of the world, little is known about parasitic coinfections and the
impacts that a latent infection may cause in the hosts’ capacity to respond to a recently acquired
parasite. This project evaluated the effects of simultaneous presence of the helminth S. mansoni
and the protozoan Leishmania (Leishmania) amazonensis in murine model BALB/c
considering several parameters that characterize the progress of the diseases and comparing
single infection groups with the study groups, to evaluate if the presence of one of the parasites
changed the infection profile of the other pathogen (coinfection model) or if the species do not
cause interferences through the course of each other infection (co-habitation model). Factors
such as the order of infection and the time laps between the infection of the first and second
parasite have a direct influence in the effects caused in the host, since differences were observed
in the course of leishmaniasis when the infection by S. mansoni proceeded the infection with L.
(L.) amazonensis and also in the course of schistosomiasis when the infection with L. (L.)

amazonensis proceeded the infection by S. mansoni.

Keywords: coinfection, Schistosoma mansoni; Leishmania amazonensis.
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Introducao

A suscetibilidade dos hospedeiros a variados patogenos diverge desde a microflora
simbiotica até os patdgenos. As interacfes entre organismos infectantes e seus hospedeiros
variam desde aquelas em que h& beneficio mutuo (mutualismo), até aquelas em que ha
unilateralidade de beneficios, sendo que um dos organismos explorado pode ser prejudicado
(parasitismo) 1. A maioria das espécies conhecidas esta envolvida no parasitismo, atuando como
parasito ou hospedeiro. Por esse fato, a parasitologia desempenha um papel central nas ciéncias
bioldgicas, ndo sd porque os parasitos constituem um grande numero de seres vivos, mas
também porque regulam inimeras populacdes dentro dos mais diversos ecossistemas 2.

A parasitologia contempla ndo apenas as interacfes entre espécies, mas também
destas com o ambiente (que pode ser o proprio hospedeiro), logo, seu viés ecoldgico é
indissociavel . Porém, o fendmeno parasitismo ainda recebe um enfoque tradicional,
antropocéntrico e militarista no qual um ou mais organismos necessariamente causam danos ao
hospedeiro. Lenzi e Vannier-Santos #, no entanto, nos trazem uma visdo alternativa a essas
ideias convencionais, oferecendo uma abordagem ecoldgica da coabitacdo parasito-hospedeiro
a qual sugere que o termo coabitante é mais preciso que o termo parasito porque é cada vez
mais claro que todo ser vivo compde um sistema adaptativo que flui em uma dindmica continua
de trocas onde é dificil mensurar os ganhos e perdas dos respectivos parceiros.

Grande parte das populacdes hospedeiras naturais estdo constantemente expostas a
diversas espécies de parasitos, consequéncia de uma sobreposicdo geografica de suas
distribuicGes, tornando cada vez mais prevalente a ocorréncia de infeccGes parasitarias
concomitantes em um mesmo hospedeiro °. O termo infecgBes concomitantes refere-se entéo a
uma situacdo onde dois ou mais agentes infecciosos, geneticamente diferentes, coexistem em
um mesmo hospedeiro, podendo ou ndo gerar importantes consequéncias nos cursos de suas
infeccdes °.

Na natureza, as infeccBes concomitantes ndo sdo excecdo e ha registros pre-
histdricos de sua ocorréncia . O que ¢ menos conhecido e abordado pelos principais textos de
parasitologia é que existem indmeras interacdes, intensas ou sutis, entre esses organismos
presentes em um mesmo hospedeiro, sendo portanto necessario considerar a natureza das
possiveis consequéncias dessas interagfes, que incluem organismos como: virus, bactérias,
helmintos e protozoarios, interagindo entre si ou entre as diferentes espécies de um mesmo

grupo ©.
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Partindo de um ponto de vista em que um hospedeiro que abriga um organismo A
se infecta com um organismo diferente B, existem trés possiveis cenarios para B: a infeccao
pode ser aumentada, suprimida ou ndo sofrer qualquer alteracdo. No entanto, a situagédo é
reciproca para a infeccdo causada por A, que também pode ser aumentada, suprimida ou néo
sofrer qualquer alteracdo. Ainda assim, esse exemplo sO leva em conta uma infecgéo
subsequente adquirida em certo tempo durante outra infeccdo em curso. As consequéncias da
infeccdo causada por B poderiam ser completamente diferentes se o hospedeiro portador de A
se infectasse com B no inicio da infeccdo, no seu pico ou durante uma fase cronica. Existem,
portanto, muitas consequéncias diferentes, imprevisiveis e complexas resultantes de infecgdes
concomitantes.

Portanto, as relacfes entre parasitos presentes em um mesmo hospedeiro podem
agir alterando o curso normal de uma infeccéo, gerando importantes consequéncias fisioldgicas,
epidemioldgicas, ecoldgicas e imunoldgicas ®**. Do ponto de vista ecoldgico, essas interacoes
podem ser positivas (facilitacdo) ou negativas (competicdo) e variam através de uma gama de
mecanismos que incluem a competi¢do por espacgo e recursos e, a propria interferéncia direta
entre os organismos 2. No entanto, as interagbes mais sutis que ocorrem em hospedeiros
coinfectados sdo aquelas envolvendo a resposta imunoldgica. Essencialmente, a partir do
momento em que um hospedeiro imunologicamente competente é infectado por qualquer
agente infeccioso, 0 hospedeiro passa entdo a desenvolver uma resposta imune protetora
apropriada, envolvendo principalmente linfocitos Th (T helper) que irdo se diferenciar em
ceélulas Thy e Thy, produtoras de citocinas especificas e que s&o mutuamente exclusivas para
cada tipo de resposta. Em suma, a resposta Thi, predominante em infec¢Oes causadas por
protozoarios, representa o braco da resposta imune celular enquanto a resposta Thy, importante
na imunidade das infeccbes helminticas, representa o braco da resposta imune humoral 3.
Muitas das interacdes imunoldgicas que ocorrem em hospedeiros coinfectados estdo ligadas aos
efeitos que os parasitos tem sobre o sistema imune, particularmente ao induzirem a
imunodepressao e aos efeitos das citocinas controlando a polarizacgao para os bragos Thy ou Thy
da resposta imune.

Apesar de predominantes em muitas partes do mundo, relativamente pouco se
conhece sobre as coinfec¢fes parasitarias e 0s impactos que uma infeccao latente pode causar
na capacidade do hospedeiro em controlar um parasito recém adquirido ou 0s impactos que um
parasito recém adquirido pode provocar em uma infeccéo latente. Até entdo, os estudos sobre
coinfecgdes helmintos/protozoarios tém-se centrado, principalmente, nos mecanismos imuno-

mediados, devido aos conhecidos efeitos imunomoduladores causados pelos helmintos 416,
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Nos ultimos anos, estudos demonstraram que infec¢bes helminticas, incluindo a infeccao pelo
helminto trematddeo Schistosoma mansoni, agente etioldgico da esquistossomose, sdo capazes
de modular negativamente a resposta inflamatoria tipo Thy das células T CD4* 118,

No entanto, parece pouco provavel que possa haver qualquer interacdo entre
protozodarios unicelulares e helmintos multicelulares, principalmente porque a maioria deles
ocupa diferentes localiza¢des no corpo humano e provocam diferentes tipos de resposta imune.
A infeccdo por S. mansoni é bem descrita em seu hospedeiro vertebrado, mas ainda ha pouca
informacdo sobre a coinfecgdo com outros organismos. Alguns estudos de coinfeccdo por S.
mansoni e diferentes grupos de protozoarios incluindo espécies de Plasmodium, Toxoplasma,
Entamoeba, Trypanosoma e Leishmania descreveram coinfec¢des de ocorréncia natural em
populacdes humanas e estudos experimentais em modelo murino. Fatores como a ordem da
infeccdo e o intervalo de tempo entre a primeira e a segunda infeccdo parecem ter influéncia

direta nos efeitos causados no hospedeiro vertebrado .

1. Coinfecgdo por S. mansoni e protozoarios

Os estudos envolvendo diferentes espécies de Plasmodium tanto em hospedeiros
naturais quanto em hospedeiros experimentais, no geral, indicaram que a coinfec¢éo provocou
efeitos no hospedeiro tanto em termos patolégicos quanto em termos imunoldgicos, como o
aumento na parasitemia, na mortalidade do hospedeiro e mudancas nos padrdes de resposta
imunoldgica com base na producdo de citocinas %22, As diferencas no efeito da coinfecgio
observadas no hospedeiro parecem ser dependentes da espécie de Plasmodium e da linhagem
murino utilizada.

Nos estudos envolvendo coinfeccdo por Toxoplasma gondii, foram observados dois
padrdes distintos tanto em hospedeiros naturais quanto em hospedeiros experimentais: a
coinfeccdo ap6s uma infeccdo cronica por S. mansoni pareceu aumentar a severidade da
infeccdo subsequente por T. gondii enquanto a infeccdo prévia por T. gondii modulou ou
diminuiu a severidade da infeccdo subsequente por S. mansoni, apresentando uma redugéo no
nuimero de parasitos, ovos no figado e granulomas 2428,

Estudos envolvendo a coinfecgdo S. mansoni e Entamoeba histolytica mostraram
que a infeccdo prévia por S. mansoni seguida pela infec¢do por E. histolytica promoveu o
aumento da invasdo tecidual amebiana e da mortalidade, além de causar danos severos
comparados aos animais infectados somente por E. histolytica. Os resultados dos estudos em

hospedeiros naturais foram similares aos resultados dos hospedeiros experimentais 2°=2, Um
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dos estudos levantou a hipdtese de que os danos causados pelos ovos de S. mansoni ha mucosa
intestinal podem ajudar a promover a proliferagéo e invasédo de E. histolytica na mucosa
enguanto outro sugeriu que a infeccdo por S. mansoni pode suprimir a resposta imune e assim
aumentar a capacidade de invaséo tecidual por E. histolytica 3334,

Estudos que examinaram o efeito da coinfec¢do quando a infec¢do por S. mansoni
precedeu a infeccdo por Trypanosoma bem como quando a infecgdo por Trypanosoma precedeu
a infeccdo por S. mansoni sugerem que a infeccdo por S. mansoni foi suprimida
independentemente da ordem da infeccdo. Os hospedeiros coinfectados apresentaram
diminuicdo no nimero de ovos, vermes e granulomas comparados a infeccao singular por S.

mansoni 337,

1.1 Coinfeccdo por S. mansoni e protozoarios do género Leishmania

Estudos experimentais da coinfeccdo S. mansoni e Leishmania examinaram a
infeccdo por S. mansoni seguida pela coinfeccdo por Leishmania. Trés principais espécies de
Leishmania sdo utilizadas como modelo, sendo elas: Leishmania (Leishmania) major e L. (L.)
mexicana, espécies causadoras da leishmaniose cutanea no Velho e Novo Mundo,
respectivamente; e L. (L.) donovani, espécie causadora da leishmaniose visceral no Velho
Mundo.

Na maioria dos estudos, a infeccdo prévia por S. mansoni possibilitou que a
coinfeccdo por Leishmania se desenvolvesse mais cedo, fosse mais pronunciada e até mais
persistente quando comparado as infec¢Bes singulares por diferentes espécies de Leishmania.
Essas consequéncias parecem ser dependentes do intervalo de tempo entre a coinfecgio 3845,
Um dos estudos propds que esses efeitos foram devido ao estabelecimento precoce de uma forte
resposta imunoldgica do tipo Thy estimulada pela infeccdo prévia por S. mansoni que modulou
negativamente a resposta imunoldgica Thy estimulada pela infecgdo por L. (L.) major %4,

Um outro estudo relatou que os maiores efeitos patoldgicos ocorreram quando a
coinfecgéo por L. (L.) donovani posterior a uma infecgdo cronica por S. mansoni aumentou a
carga parasitaria de L. (L.) donovani no figado e no bago, e levantou a hipétese de que o
granuloma formado pela resposta imune contra ovos de S. mansoni formou um nicho que
facilitou a sobrevivéncia e crescimento intracelular de L. (L.) donovani #°.

Relatos de casos de coinfec¢do em populagdes humanas na China e Africa parecem
apoiar esses dados de que a coinfec¢do com helmintos tende a provocar um atraso na resposta
de cura da leishmaniose 647, No Brasil, foi descrito um caso reportando manifestagdes clinicas

atipicas da leishmaniose visceral acompanhadas de um envolvimento intestinal em um paciente
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imunocompetente. Mesmo ap0s extensas investigagdes, nenhuma condi¢do imunossupressora
foi encontrada exceto a coinfecgdo por S. mansoni @,

Recentemente, outro caso reportado em um paciente vivendo em areas endémicas
da esquistossomose e leishmaniose revelou apresentacbes clinicas polimorficas da
esquistossomose, com dermatite granulomatosa cronica causada pela presenca de ovos de S.
mansoni na pele. Apesar do tratamento, leses cutaneas persistiram e, através de novas bidpsias,
foi revelada a presenca de amastigotas de Leishmania. Portanto, a presenca de infiltrados
granulomatosos semelhantes nas lesGes cutaneas causadas pelos dois agentes infecciosos levou
a um atraso no diagndstico da leishmaniose cutanea, que pode ser um fator importante de
alteracdo da patologia da doenga °.

Os casos reportados podem apresentar mais exemplos da modulacdo imune
induzida por S. mansoni e podem adicionar novas provas na busca por elucidar os complexos

mecanismos envolvidos nos estados de suscetibilidade e resisténcia a infecgéo por Leishmania

SPp.

2. Esquistossomose

A esquistossomose € uma doencga parasitaria negligenciada prevalente em regides
tropicais e subtropicais de paises em desenvolvimento (Figura 1) que causa grande impacto
socioeconémico, superado apenas pela malaria dentre todas as doencas parasitarias, causando
perdas anuais de 1.7 a 4.5 milhdes de DALYs (Disability Adjusted Life Year — soma dos anos
de vida perdidos devido a doenca). Apesar dos esforcos para o seu controle, estima-se que mais
de 261 milhdes de pessoas estejam infectadas, e outras 780 milhdes estejam em risco de
infeccdo ao longo de 76 paises em regides de climas tropicais e subtropicais, causando cerca de
200.000 mortes anuais, valor que se acredita estar bastante subestimado devido a falha de

diagndsticos 052,
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Figura 1| Distribuicéo global da esquistossomose em 2012. Estima-se que mais de 261 milhdes de pessoas
estejam infectadas, e outras 780 milhdes estejam em risco de infec¢éo ao longo de 76 paises em regides de climas
tropicais e subtropicais. Adaptado de WHO %2,

Helmintos trematddeos do género Schistosoma (familia Schistosomatidae) séo
agentes etioldgicos da doenca, sendo a esquistossomose urogenital causada por S. haematobium
e a esquistossomose intestinal causada por varias outras espéecies: S. mansoni, S. japonicum, S.
intercalatum, S. mekongi, S. guineensis e S. malayensis. S. mansoni, endémico em 54 paises da
Africa e América do Sul, é a espécie mais amplamente distribuida, sendo o Brasil o pais mais
afetado das Ameéricas, com cerca de 7 milhdes de individuos infectados e outros 43 milhes
expostos ao risco de infecgdo >3,

S. mansoni possui um complexo ciclo bioldgico, representando uma notavel
interacdo adaptativa entre o parasito e seus hospedeiros intermediario e definitivo com o
ambiente natural onde o ciclo ocorre. No Brasil, os moluscos Biomphalaria glabrata, B.
tenagophila e B. straminea (Familia Planorbidae) sdo os trés hospedeiros intermediarios mais
importantes na transmissdo da doenca, que ocorre invariavelmente quando fezes de individuos
infectados contendo os ovos do parasito contaminam colecdes hidricas. Na agua doce as larvas
ciliadas (miracidios) irdo eclodir dos ovos e, nadando de forma ativa e guiadas pela luz e
estimulos quimicos, irdo encontrar e penetrar o0 molusco (hospedeiro intermediario) onde se

replicardo assexuadamente através dos estagios de esporocistos e eventualmente eliminardo
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milhares de cercérias. Os humanos se infectam quando as outras formas larvais do parasito
(cercérias), liberadas do molusco, penetram a pele através do contato com a agua doce,
geralmente durante atividades recreativas °"°®, Uma vez no hospedeiro definitivo, os
esquistossomulos migram através do sangue até o sistema porta hepatico onde ocorre a
maturacdo em vermes adultos machos e fémeas que irdo entdo se reproduzir. Os casais
emparelhados migram para as veias mesentéricas intestinais onde ocorre a oviposicdo. E
estimado que cerca de 50 % dos ovos atravessem o Iimen do intestino sendo excretados nas
fezes e que os restantes 50 % entrem na circulacdo sanguinea sendo retidos no figado, pulmdes

e outros tecidos (Figura 2) %1,

. Host-derived mediators
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cercarias que penetram a pele, se desenvolvem em esquistossdomulos e migram através do sangue até o sistema
porta hepatico onde amadurecem em adultos que se acasalam nos vasos sanguineos. Os ovos liberados pelas
fémeas atravessam o endotélio intestinal até a passagem para o exterior. Depois de atingirem a agua doce, 0s 0v0s
eclodem e liberam a larva ciliada miracidio que busca ativamente e penetra 0 molusco hospedeiro intermediario.
A reproducdo assexuada no molusco produz milhares de cercérias que irdo infectar os humanos. Adaptado de
Dunne & Cooke 2,

.....
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De um modo geral, a patogenia da esquistossomose € ligada a véarios fatores como
a cepa do parasito, carga parasitaria adquirida, idade, estado nutricional e resposta imunolégica
do individuo, sendo mais frequente a forma hepatoesplénica e as formas pulmonares. Sabe-se
também que as alteracdes cutaneas (dermatites) e hepaticas sao grandemente influenciadas pela
resposta imunolégica do individuo frente aos antigenos dos esquistossdmulos e dos ovos.
Muitos ovos ndo sdo excretados e ficam permanentemente retidos nos intestinos ou no figado.
Uma vez retidos nesses tecidos, 0s ovos induzem uma resposta imune granulomatosa do
hospedeiro caracterizada principalmente pela presenca de linfocitos (que produzem citocinas
Th2 como as Interleucinas 4, 5 e 13); eosindfilos e, eventualmente, macréfagos ativados %3,
Esses granulomas ainda contém enzimas proteoliticas dos ovos que previnem a necrose
tecidual, mas o processo de formacao do granuloma induz uma forte resposta inflamatéria que
leva as manifestacdes clinicas da esquistossomose .

Embora o complemento e outros fatores da resposta imune natural possam
contribuir para a defesa contra a infeccdo por helmintos, a resposta imune especifica com a
producdo de anticorpos e citocinas é importante. A resposta imunoldgica inicial apds a infeccdo
por S. mansoni consiste na producdo de células Th: durante as primeiras cinco semanas de
infeccdo. No entanto, conforme a infeccdo progride e ha o acasalamento dos vermes e a
producdo de ovos, as células NK (Natural Killer) sdo ativadas e as células dendriticas passam
a produzir mais Interleucina-10 (IL-10) e menos IL-12, nesse momento a resposta Th, emerge
e a resposta Thy diminui, como ilustrado na Figura 3 ®8. Entdo, ha uma resposta Th; fortemente
polarizada, com um aumento no numero de eosinéfilos, basofilos e mastdcitos e elevados niveis
circulantes de IgE, componentes fundamentais na defesa contra helmintos ®. Porém, os
esquistossomos sdo extremamente adaptados e possuem uma variedade impressionante de
mecanismos de reparo e evasdo imunoldgica, que incluem a capacidade de revestir-se com
antigenos do hospedeiro, de clivar enzimaticamente anticorpos e de substituir rapidamente seus

antigenos de superficie 146870,
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Figura 3| Aspectos imunolégicos da esquistossomose. Apds a infeccdo por S. mansoni a primeira resposta imune
inicial é uma resposta Thy. Com o desenvolvimento dos vermes adultos e a producéo de ovos, as células NK séo
ativadas e as células dendriticas passam a produzir mais IL-10 e menos IL-12, desenvolvendo uma resposta Ths.
Adaptado de Dunne & Cooke 2.

Durante a fase aguda, as manifestacGes clinicas de febre, astenia, perda de peso, dor
abdominal, diarreia e tosse, além de complicagcdes como pleurite e pericardite, sdo decorrentes
da presenca de TNF-o, IFN-y, IL-1 e IL-6, e da deposi¢do de complexos imunes. A melhora da
sintomatologia coincide com a producdo de I1L-10 induzida pelos antigenos dos ovos na fase
cronica. Nessa fase também ocorre secrecdo de IL-4, IL-5 e IL-13 que em modelos
experimentais participam da formacdo do granuloma e da fibrose hepdtica, e, portanto, da
patogénese da esquistossomose “*'3. Além dos graves danos promovidos a diversos 6rgaos, a
esquistossomose € responsavel por causar morbidade significativa, prejudicando o

desenvolvimento na infancia e a produtividade em individuos adultos 7.
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Infraestrutura adequada e a conscientizacdo educacional podem ser altamente
eficazes para o controle da esquistossomose, entretanto seu alto custo e o alto nivel de
organizacdo exigidos ainda séo realidades distantes dos paises mais afetados pela doenga. A
utilizacdo de moluscicidas para a eliminacdo do hospedeiro intermediario € outro método de
controle, mas também é custoso e produz efeitos limitados e de curto prazo além de causar
importante impacto ambiental ®*. A auséncia de uma vacina como medida profilatica faz com
gue a quimioterapia ainda seja o principal recurso adotado pelos programas de controle da
esquistossomose. Atualmente encontra-se disponivel apenas um farmaco para o tratamento da
esquistossomose, o0 praziquantel (PZQ). No entanto, o emprego do PZQ em larga escala e os
tratamentos sequenciais tém demonstrado uma suscetibilidade reduzida no campo e o
aparecimento de tolerancia/resisténcia sobre algumas linhagens de Schistosoma spp. em

diferentes regides geograficas "7,

3. Leishmaniose

A leishmaniose, doenga infecciosa de evolucdo cronica causada por mais de vinte
espécies de protozoarios flagelados do género Leishmania (familia Trypanosomatidae; ordem
Kinetoplastida), € uma das doencas mais negligenciadas do mundo, com prevaléncia mundial
de todas as formas da doenca estimada em 12 milhdes e incidéncia de até 2 milhdes de novos
casos de leishmaniose cutanea e 500.000 novos casos de leishmaniose visceral por ano "8 e
com cerca de 350 milhdes de pessoas em 88 paises ao redor do mundo vivendo sob risco de
desenvolver uma das formas da doenca (Figura 4) ™.

Levantamentos recentes estimam cerca de 20 a 40 mil mortes anuais causadas por
esta doenca no mundo. No Brasil, aproximadamente 20 mil casos de leishmaniose cutanea por
ano foram reportados em 2014 e, para este mesmo periodo, cerca de 3.500 casos anuais de
leishmaniose visceral 8. Também preocupantes sdo as estatisticas que apontam para 0 aumento
da incidéncia da doenca devido as mudancas no padrdo de transmissdo, decorrentes de
modifica¢fes socioambientais como o desmatamento e o processo migratorio, resultando em
uma expansdo das areas de transmissdo, evidenciando o aspecto recente de urbanizacdo da

leishmaniose, antes predominante em regides rurais 82,
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Figura 4| Status global da endemicidade da leishmaniose cutanea em 2016. A leishmaniose cutanea é endémica
na América do Sul e Central, no norte da Africa, no Oriente Médio e em partes da Asia, e estima-se que 1 milh&o
de novos casos surjam a cada ano. Adaptado de WHO &,

As formas cuténeas no Brasil caracterizam-se pela diversidade das apresentacoes
clinicas e das espécies causadoras da doenca. Tem sido descrito no pais 0 acometimento cutaneo
por sete espécies de Leishmania, das quais algumas causam sindromes peculiares associadas a
fendmenos imunopatogénicos especificos, como a forma difusa causada por L. (L.)
amazonensis e a forma mucosa causada por L. (Viannia) braziliensis. A leishmaniose visceral,
caracterizada por quadros de pancitopenia, anemia, febre e hepatoesplenomegalia é causada
essencialmente por uma Unica espécie, a L. (L.) infantum. No entanto, alguns autores
descreveram o envolvimento de L. (L.) amazonensis na leishmaniose visceral 887,

Estes protozoarios apresentam ciclo bioldgico heteroxeno que alterna entre um
hospedeiro vertebrado e um hospedeiro invertebrado, vetores flebotomineos (Familia
Psychodidae; Ordem Diptera). Durante seu ciclo, o protozoario apresenta duas formas —
amastigotas, que possuem flagelo reduzido e forma arredondada, vivem dentro de vacuolos
fagolisossdmicos presentes em células fagociticas mononucleares, principalmente macrofagos
dos hospedeiros vertebrados, que serdo ingeridos pela fémea do flebotomineo durante o repasto
sanguineo 8°0; e promastigotas, com corpo celular fusiforme e flagelo proeminente e podem
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ser encontrados livres ou aderidos ao epitélio do intestino do inseto, que serdo regurgitados pela
fémea do flebotomineo ao realizar um novo repasto sanguineo, perpetuando o ciclo (Figura 5).
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Figura 5| Ciclo bioldgico de Leishmania spp. Promastigotas metaciclicos sdo regurgitados pela fémea do
flebotomineo ao realizar um repasto sanguineo e sdo entdo fagocitados por um dos varios tipos de células
encontradas no local onde se transformam em amastigotas que se replicam nas células hospedeiras. O ciclo de
transmissdo se completa quando fagocitos infectados sdo ingeridos por fémeas de flebotomineos durante novo
repasto sanguineo. Adaptado de Kaye & Scott °.,

Os sintomas da leishmaniose podem se manifestar no homem e em outros
mamiferos, como os canideos. Classicamente, pacientes humanos infectados apresentam a
forma cutédnea que afeta a pele, linfonodos e mucosas, ou a forma visceral da doenca com

comprometimento do baco, medula 6ssea e figado . As principais manifestacoes da doenca se
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dao a partir do acometimento da pele (forma cutanea ou tegumentar), que pode evoluir para
manifestacdes mais complexas denominadas mucocuténea, disseminada e difusa; e a forma
visceral, sendo esta potencialmente fatal. A leishmaniose cutanea é a manifestacao clinica mais
comum, caracterizada por uma ou varias lesdes na pele com auséncia ou pequeno nimero de
parasitos, até lesdes com elevadas cargas parasitarias 9.

Em humanos, a resposta imune a infeccdo por Leishmania ndo é tdo bem
caracterizada como a resposta em camundongos, em virtude de sua complexidade. Esta resposta
envolve o papel das citocinas, das moléculas co-estimulatorias e da saliva do flebotomineo *°.
Os dois principais mecanismos responsaveis pelo controle de Leishmania séo a producgéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), geradas durante a fagocitose, e o 6xido nitrico (NO),
gerado apos a ativacdo de macrofagos por IFN-y. Entretanto, tem sido demonstrado que a
modulacdo da resposta imune pode ser influenciada pela espécie de Leishmania infectante,
sendo que o desenvolvimento diferencial das respostas do tipo Thi e Thy esta diretamente ligado
a resisténcia e a suscetibilidade da infecgdo por Leishmania, respectivamente %67,

A leishmaniose cuténea difusa e mucocutanea sdo manifestacoes graves da doenca
gue se situam em extremidades opostas do espectro imunolégico, que varia desde os altos niveis
da imunidade celular a altos niveis de anticorpos (Figura 6). Individuos infectados com
parasitos que causam a forma cutinea localizada desenvolvem uma resposta do tipo Thy,
caracterizada pela producdo de citocinas IL-2, IFN-y TNF-a e IL-12 ao nivel das lesbes. As
lesbes mucocutaneas, que constituem uma forma crénica associada a destruicdo de mucosas,
também se caracterizam por uma resposta do tipo Thy exacerbada e um aumento do nimero de

células T CD8" citotoxicas *.
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Figura 6| Espectro imunolégico da leishmaniose cutanea. A leishmaniose cutanea difusa e mucocutanea séo
manifestagcdes graves da doenca que se situam em extremidades opostos do espectro imunolégico. Adaptado de
Scott & Novais .

Por contraste, pacientes com a forma cutanea difusa exibem uma resposta quase
exclusivamente do tipo Thy, caracterizada pela produgéo de citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e TGF-
B 190-192 com elevado niimero de parasitos no sitio da lesdo, consequéncia dos baixos niveis de
citocinas Thi. Essa forma da doenga também est4 associada a altos niveis de anticorpos e IL-
10 e, recentemente, foi demonstrado que a auséncia da citocina IL-1p pode levar a exacerbacéo
da doenca °. Durante o tratamento e com consequente destrui¢io dos parasitos e melhora das
lesBes, existe um aumento temporario de IFN-y e uma redugdo de IL-10 enfatizando o papel
dessas citocinas na resposta imune da leishmaniose 10410,

De modo geral, a terapéutica da leishmaniose é considerada problematica e de
sucesso incerto devido a fatores como: o alto custo associado a terapia, a restricdo de vias de
administracdo (resumindo-se no Brasil, a via parenteral no tratamento de escolha) e a elevada
toxicidade de todos os farmacos atualmente utilizados. O tratamento de escolha para a
leishmaniose cutanea e visceral no Brasil consiste no uso de antimoniais pentavalentes, cuja
administracdo se d& por via parenteral por ao menos 20 dias e, além de ser bastante
inconveniente, pode provocar efeitos adversos graves sobre o aparelho cardiovascular, além de
nefro- e hepatotoxicidade 16107,

4, A coinfeccdo por Schistosoma mansoni e Leishmania (Leishmania) amazonensis
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Existe uma sobreposicdo na distribui¢do epidemioldgica do helminto Schistosoma
mansoni e de algumas espécies de protozoarios do género Leishmania em varios paises da
Africa, América Central e América do Sul, incluindo o Brasil. Em virtude dessa extensa
sobreposicdo geografica, S. mansoni e espécies de Leishmania podem, ocasionalmente,
coinfectar os mesmos individuos #34910819 - Além disso, a probabilidade da ocorréncia da
coinfec¢do S. mansoni/Leishmania € intensificada por conta do padrdo crénico de cada uma das
doencas, pelo deslocamento de pessoas cada vez mais intenso entre as areas endémicas e por
compartilharem uma grande diversidade de espécies de hospedeiros reservatorios %1, No
caso do Brasil, é relevante compreender e estabelecer os parametros da coinfecgéo in vivo por
S. mansoni, espécie responsavel pela esquistossomose mansénica e de L. (L.) amazonensis, uma
das espécies causadora da leishmaniose cutanea e responsavel pela forma difusa da doenca e
com potencial de visceralizacdo, uma vez que ambas sdo endémicas no territorio brasileiro
(Figura 7) e estudos de coinfeccdo experimental entre essas duas espécies, que seja do nosso
conhecimento, nunca foram reportados na literatura até 0 momento. Ademais, as evidéncias
disponiveis sobre a modulacdo imune causada pelos helmintos nos encorajam a supor que a
interacdo entre esses dois agentes (S. mansoni/L. (L.) amazonensis) pode vir a contribuir para a
ocorréncia de manifestacdes incomuns dos quadros clinicos de duas das mais antigas, severas

e ainda negligenciadas parasitoses em humanos: esquistossomose e leishmaniose cutanea.

. Esquistossomose

. Leishmaniose Tegumentar

Figura 7| Distribuicdo da esquistossomose e da leishmaniose tegumentar no Brasil. Adaptado de Ministério da
Salide e Organizacdo Pan-Americana de Saude 112113,
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Justificativa

Compreender as consequéncias do parasitismo simultaneo por Schistosoma
mansoni e Leishmania (Leishmania) amazonensis em um hospedeiro pode ser crucial para o
entendimento aprofundado das patogenias, epidemiologias e até mesmo para 0
desenvolvimento de estratégias de controle e tratamento da esquistossomose e da leishmaniose

cutanea.



OBJETIVOS
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Objetivos
1. Objetivo Geral

O estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da presenca simultanea do helminto
Schistosoma mansoni e do protozoario Leishmania (Leishmania) amazonensis em
camundongos BALB/c, de modo a estabelecermos se a presenca de um dos parasitos altera o
perfil de infeccdo do outro (modelo de coinfeccdo) ou se as espécies ndo causam interferéncias

nos cursos da infeccdo uma da outra (modelo de coabitacdo).

2. Objetivos Especificos

Determinar os perfis de infeccdo levando em conta a ordem da infeccdo por cada
um dos parasitos, intervalo de tempo entre as infecgdes e pardmetros de caracterizagdo da
progressao das doencas especificos das infecgdes por S. mansoni e L. (L.) amazonensis sendo

estes:

I. Determinacdo das cargas parasitarias de formas adultas de S. mansoni no figado e
em veias mesentéricas, como de L. (L.) amazonensis no sitio da infeccdo, figado,

baco e linfonodos popliteos em situacédo de infeccdo simples e simultanea.

ii.  Avaliacdo da progressdo de lesbes cutaneas de camundongos BALB/c inoculados
com L. (L.) amazonensis antes e ap0s exposicdo caudal a cercérias de S. mansoni.

iii. Determinacdo dos padrbes de citocinas anti- e pro-inflamatorias dos animais

simultaneamente infectados e animais controle para cada uma das infecces.
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CAPITULO |

Avaliacdo das alteracGes patologicas e imunoldgicas provocadas por
Schistosoma mansoni em camundongos previamente infectados por
Leishmania (Leishmania) amazonensis
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Capitulo | — Avaliacéo das alteragdes patologicas e imunoldgicas
provocadas por Schistosoma mansoni em camundongos previamente

infectados por Leishmania (Leishmania) amazonensis

1. Introducéao

Grande parte das populacdes hospedeiras naturais estdo constantemente expostas a
diversas espécies de parasitos, consequéncia de uma sobreposicdo geogréfica de suas
distribuicGes, tornando cada vez mais prevalente a ocorréncia de infeccbGes parasitarias
concomitantes em um mesmo hospedeiro °. O termo infecces concomitantes refere-se entfo a
uma situacdo onde dois ou mais agentes infecciosos, geneticamente diferentes, coexistem em
um mesmo hospedeiro, podendo ou ndo gerar importantes consequéncias nos cursos de suas
infeccBes ®. Na natureza, as infecgbes concomitantes ndo sdo excecdo e ha registros pré-
histdricos de sua ocorréncia 8. O que é menos conhecido e abordado pelos principais textos de
parasitologia € que existem inumeras interacdes, intensas ou sutis, entre esses organismos
presentes em um mesmo hospedeiro, sendo portanto necessario considerar a natureza das
possiveis consequéncias dessas interacdes, que incluem organismos como: virus, bactérias,
helmintos e protozoarios, interagindo entre si ou entre as diferentes espécies de um mesmo
grupo ©.

Existe uma sobreposicdo na distribuicdo epidemioldgica do helminto Schistosoma
mansoni e de algumas espécies de protozoarios do género Leishmania em varios paises da
Africa, América Central e América do Sul, incluindo o Brasil. Em virtude dessa extensa
sobreposicdo geografica, S. mansoni e espécies de Leishmania podem, ocasionalmente,
coinfectar os mesmos individuos 484910819 - Além disso, a probabilidade da ocorréncia da
coinfec¢do S. mansoni/Leishmania € intensificada por conta do padrdo crénico de cada uma das
doencas e pelo deslocamento de pessoas cada vez mais intenso entre as areas endémicas 110112,
No caso do Brasil, é relevante compreender e estabelecer os parametros da coinfec¢édo in vivo
por S. mansoni, espécie responsavel pela esquistossomose mansonica e de Leishmania
(Leishmania) amazonensis, uma das espécies causadora da leishmaniose cutinea e responsavel
pela forma difusa da doenca e com potencial de visceralizagcdo; uma vez que ambas sdo
endémicas no territorio brasileiro e estudos de coinfeccdo experimental entre essas duas
espécies, que seja do nosso conhecimento, nunca foram reportados na literatura até 0 momento.
Ademais, as evidéncias disponiveis sobre a modulacdo imune causada pelos helmintos nos

encorajam a supor que a interacdo entre esses dois agentes (S. mansoni/L. (L.) amazonensis)
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pode vir a contribuir para a ocorréncia de manifesta¢cdes incomuns dos quadros clinicos de duas
das mais antigas, severas e ainda negligenciadas parasitoses em humanos: esquistossomose e

leishmaniose cutanea.

2. Material e Métodos

2.1 Configuracdo Experimental

O Capitulo I deste trabalhou visou avaliar as alteracdes patoldgicas e imunoldgicas
quando a infeccgdo por L. (L.) amazonensis precedeu a infecgdo por S. mansoni, com intervalos
de 15 e 45 dias entre as infec¢des, periodos definidos como Infecgdo Inicial e Infec¢do Tardia,
no quais as lesdes da leishmaniose ainda ndo sdo aparentes (15 dias) ou ja estdo estabelecidas

(45 dias), respectivamente.

Foram estabelecidos dois grupos experimentais: Grupo 1 — Infeccdo Inicial
(infeccdo por L. (L.) amazonensis e apds 15 dias a infeccdo por S. mansoni) e Grupo 2 — Infeccéo
Tardia (infeccdo por L. (L.) amazonensis e apds 45 dias a infeccdo por S. mansoni) com quinze
animais em cada grupo. Os animais foram entdo subdivididos em cinco grupos de infeccdo

conforme esquema abaixo:

Grupo 1 - Infec¢do Inicial
NI: animais ndo infectados (grupo controle); n = 3.
Leish: animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis (infecgdo controle); n = 3.
Schisto: animais infectados apenas por S. mansoni (infeccdo controle); n = 3.
Leish(15)/Schisto: animais infectados por L. (L.) amazonensis e ap06s 15 dias, infectados por
S. mansoni (infeccdo inicial); n = 6.

Grupo 2 - Infecgdo Tardia
NI: animais ndo infectados (grupo controle); n = 3.
Leish: animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis (infecgéo controle); n = 3.
Schisto: animais infectados apenas por S. mansoni (infecc¢do controle); n = 3.
Leish(45)/Schisto: animais infectados por L. (L.) amazonensis e ap0s 45 dias, infectados por

S. mansoni (infeccéo tardia); n = 6.
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As infeccOes dos grupos de animais coinfectados foram realizadas em simultaneo e

nas mesmas condicdes das infec¢des controle para cada um dos parasitos.

2.2 Animais

Para a realizagdo dos ensaios in vivo foram utilizados camundongos fémeas da
linhagem BALB/c marcados individualmente, com 30 dias de idade, pesando ~ 20 g. Os
animais receberam &gua filtrada, racdo autoclavada ad libitum e foram mantidos em mini-
isoladores com maravalha autoclavada em Rack ventilado (Alesco®) substituida duas vezes na
semana. Os animais foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica
(CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas.

E importante destacar que os modelos de animais de laboratorio infectados por
Schistosoma mansoni e Leishmania spp. estdo bem estabelecidos na literatura e s&o
rotineiramente mantidos nos laboratérios onde este projeto foi desenvolvido.

O peso corpdreo dos animais foi monitorado semanalmente, inclusive no periodo
anterior a infecgdo/infeccGes, comegando aos 30 dias de vida. Ao final das infecgdes, os figados,

bacos e patas infectadas e controle foram pesadas.

2.3 Parasitos e Infeccdes

2.3.1 Schistosoma mansoni

Neste estudo foi utilizada a linhagem BH (Belo Horizonte) de Schistosoma
mansoni. Essa linhagem é mantida no Departamento de Biologia Animal (UNICAMP) em
moluscos planorbideos Biomphalaria glabrata e em camundongos fémeas Mus musculus,
linhagens Swiss e BALB/c, com protocolo aprovado pelo CEUA/UNICAMP (protocolo
namero 4798-1/2018).

Para a infeccdo, os camundongos foram contidos em dispositivos especificos e
infectados utilizando-se a técnica de imersdo caudal em tubos de ensaio contendo uma
suspensdo de cercérias durante 2 horas com exposicao a luz e temperatura de aproximadamente
28° C 14 Os camundongos foram infectados individualmente com aproximadamente 70

cercarias cada.
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2.3.2 Leishmania (Leishmania) amazonensis

A cepa de L. (L) amazonensis utilizada nesse estudo foi a
MHOM/BR/1973/M2269. Essa cepa é mantida nas formas promastigota em culturas liquidas a
26° C e amastigota em camundongos BALB/c infectados periodicamente no Departamento de
Biologia Animal (UNICAMP), com protocolo aprovado pelo CEUA/UNICAMP (protocolo
namero 3484-1).

Foi utilizado o modelo de infeccdo para leishmaniose cutanea em camundongos
BALB/c fémeas, avaliando-se para isso, camundongos BALB/c que foram infectados no coxim
plantar traseiro esquerdo com 2 x 10° promastigotas de populagdes enriquecidas de metaciclicos
purificados a partir de incubacdo com anticorpo m3A.1. em suspensdes liquidas (PBS 1X) de
até 50 pL/inéculo 1%°,

Semanalmente, a espessura das patas traseiras dos animais foi medida com
paquimetro digital (Mitutoyo, Japan) e a diferenca entre a pata infectada e pata ndo infectada
indicava o tamanho da lesdo (mm) e o tamanho da Ulcera expresso como a area da Ulcera (mm2).
A aparéncia macroscopica da lesdo foi registrada com camera fotografica digital ao final das

infeccdes.

2.4 Determinacédo das Cargas Parasitarias

24.1 Schistosoma mansoni

24.1.1 NuUmero de Parasitos Adultos
Apbs o periodo determinado para o término da infeccdo do hospedeiro definitivo,
os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical. Os vermes adultos foram
recuperados por meio da perfusdo do sistema porta-hepatico e das veias mesentéricas de acordo
com Pellegrino & Siqueira %°.

24.1.2 Contagem de Ovos nas Fezes
As fezes de cada animal foram coletadas a cada 15 dias apos 45 dias de infecgéo,
para realizar a contagem do nimero de ovos eliminados, utilizando-se 0 método quantitativo
Kato-Katz . Foi utilizado o Kit comercial Helm Test (Bio-Manguinhos, FIOCRUZ) para
determinar o numero de ovos/grama. Os animais foram separados em gaiolas individuais e fezes

frescas foram utilizadas para realizar a técnica. As fezes foram submetidas a triagem em nylon
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e a quantidade exata de fezes foi determinada pelo preenchimento de um orificio de didmetro
conhecido (fornecido pelo kit) e depois colocado em uma Iamina de vidro. As fezes ja dispostas
na lamina foram cobertas com papel celofane impregnado com solucdo de verde malaquita
(solucdo aquosa a 3 %) a fim de preservar e branquear o material. Em cada tempo de
experimento, duas ldminas foram feitas por animais e lidas no microscépio de luz. O nimero
de ovos foi determinado pela férmula padrdo do Kit Helm Test, Bio-Manguinhos: nimero de

ovos contado x 4 = ovos/grama de fezes.

24.2 Leishmania (Leishmania) amazonensis

Os ensaios de quantificagdo de carga parasitaria foram realizados segundo
protocolo de diluicdo limitante estabelecido por Lima e colaboradores '8, com modificagdes.
Os animais eutanasiados tiveram a area da lesdo isolada e por¢des previamente pesadas de
6rgdos como figado, baco e linfonodos popliteos homogeneizados em tubos de vidro com
homogeneizador estéril a 4° C em PBS 1X estéril. O material coletado foi centrifugado a 4° C
a 60 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 4° C a 600 x g por 5
minutos e, neste caso, o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de PBS 1X estéril, dos quais 10
pL foram transferidos para uma placa de 24 pogos contendo 2 mL de meio de cultura de
crescimento de promastigotas M199 (Sigma-Aldrich) e 10 pulL de estreptomicina ¢ 2 pL
gentamicina, e outros 10 pL transferidos para a cdmara de Neubauer para a quantificacdo
aproximada de amastigotas por mg de tecido, apresentada como a quantificacdo no dia 0.

As culturas foram incubadas a 26° C por sete dias e a carga parasitaria foi estimada
baseando-se na contagem de promastigotas realizadas em camara de Neubauer encontradas no
7° dia, observadas em microscépio Optico invertido acoplado com camera invertida (Leica DFC
295). A carga parasitaria no figado e baco, quando detectada, foi normalizada levando em conta

0 peso da porcdo inicial em relacdo ao peso total do 6rgao isolado para cultura.

2.5 Ensaio para Determinar a Producdo de Citocinas

As porcoes de figado e baco previamente pesadas foram processadas na presenca
do inibidor de protease e as citocinas foram dosadas no homogenato. As proteinas totais foram
dosadas pelo método de Bradfort (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate) com limite
de detecgdo minimo de 31,25 mg/mL.

Foram obtidos os perfis de producéo de citocinas IL-1B, IFN-y, TNF, IL-4, IL-6 e
IL-10 no figado e no bago pelo método de ELISA sanduiche. Os limites de detec¢gdo minimos
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sdo 31,25 pg/mL para IL-1B; 3,125 pg/mL para IFN-y; 15,625 pg/mL para TNF; 9,375 pg/mL
para IL-4; 15,625 pg/mL para IL-6 e 31,25 pg/mL para IL-10 (BD Biosciences). Os

procedimentos foram realizados de acordo com instrucgdes do fabricante.

2.6 Imprint

2.6.1 Leishmania (Leishmania) amazonensis

Foram preparadas Iaminas com aposi¢do de material de figado e bagco de animais
coinfectados e controles da infeccdo por L. (L.) amazonensis, pressionando-os levemente contra
a lamina para posterior secagem a temperatura ambiente e fixacdo com metanol puro e
coloracdo com o kit panoptico rapido (Newprov, Pinhais — PR) para a observacédo de parasitos

que eventualmente tenham se disseminado do sitio da leséo cutanea.

2.7 Comissdo de Etica

O projeto foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UNICAMP
(CEUA/UNICAMP) e aprovado sob protocolo de numero 4577-1/2017.

2.8 Andlises Estatisticas

As diferencas estatisticas entre os grupos foram testadas usando a Andlise de
Variancia (one-way ANOVA) e o Student’s t-test ndo pareado, utilizando o programa GraphPad
Prism versdo 7.00 para Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA,

www.graphpad.com. Todos os resultados analisados foram considerados significativos quando

p < 0.05. Os dados sao apresentados como média + SEM.

3. Resultados

3.1 Pesagens
O peso corporal de todos os animais foi monitorado semanalmente. Foi avaliado o

percentual de crescimento semanal em relagdo ao peso inicial de cada animal a fim de


http://www.graphpad.com/
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estabelecermos curvas de padrdes de aumento ou redugdo do peso de cada um dos grupos ao
longo das infecgoes.

Ao final das infeccbes, foram pesados os figados, bacos e patas esquerdas
infectadas e controle. O peso dos 6rgdos é apresentado em porcentagem do 6rgdo em relacéo
ao peso corporeo total de cada respectivo animal, de modo a estabelecermos um padrdo para
andlise do aumento ou reducdo do peso dos 6rgdos de cada grupo em relacdo aos grupos

controles.

311 Peso Corporal

O peso corporal de todos os animais foi monitorado semanalmente e o percentual
de crescimento semanal em relacdo ao peso inicial é apresentado na Figura 1. Ndo ha diferenca
estatisticamente significativa entre o peso inicial de todos os grupos de animais dos Grupo 1 —
Infeccdo Inicial e Grupo 2 — Infec¢do Tardia. Nota-se uma tendéncia da queda do peso dos
animais a partir da 5% semana apos a infeccdo por S. mansoni. Apesar dessa tendéncia, ndo
houve diferenca entre o peso dos grupos de animais infectados por S. mansoni e o0 peso do grupo

de animais ndo infectados.

Infecgdo Inicial Infeccdo Tardia NB6 Infectados

o

204 25+ —&— Leish
—a— Schisto

#-  Leish(15)/Schisto

--- Leish(45)/Schisto

% de Crescimento
C
—
o
1
% de Crescimento
Peso Corpéreo

2 T T L] T L] T T L] 1 L] 1 o L] T T L] L] T L] ] T L] L] T L] 1
0 (1) 2 3 {44 5 6 7 8 9 10 11 0(1)2 3 4 5 6 {78 91011121314
Semanas

(Infecgdo por Leish)
{Infecgdo por Schisto}

Figura 1| Porcentagem de crescimento de camundongos BALB/c. A e B| Média da porcentagem de crescimento
de camundongos ndo infectados (n = 3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S.
mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6)
(Leish(15)/Schisto) e coinfectados por L. (L.) amazonensis e apds 45 dias por S. mansoni (n = 6)
(Leish(45)/Schisto) ao longo das semanas. Nao ha diferencas estatisticamente significativas entre o peso inicial de
todos os grupos. (One-way ANOVA).

Considerando que o aumento dos pesos dos érgdos dos camundongos influencia o

peso total do camundongo, dificultando a visualizacdo de perda de peso e potencial caquexia
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(importantes aspectos clinicos da esquistossomose), o peso dos diferentes grupos foi comparado
apos subtracdo dos pesos do figado, bago e pata esquerda.

No Grupo 1 — Infeccgéo Inicial, ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre
0S pesos corpdreos apos subtracdo dos pesos do figado, baco e pata esquerda dos grupos de
animais néo infectados, infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas por S.
mansoni e coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni.

No Grupo 2 — Infec¢do Tardia, 0s pesos corpdreos apds subtracdo dos pesos do
figado, baco e pata esquerda do grupo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis
néo apresenta diferencas estatisticamente significativas quando comparado ao grupo de animais
ndo infectados. Porém, é inferior no grupo de animais infectados apenas por S. mansoni (p =
0,0174) e coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni (p = 0,0037) quando comparado

ao grupo de animais ndo infectados.

A Infecgao Inicial B Infecgdo Tardia
[J N3o Infectados
30 = 30+ Bl Leish
- W Schisto
251 T 254 EEE |eish(15)/Schisto
B |eish(45)/Schisto
20 204
C G
9 15+ Q 154
@ U
[+ % o
10+ 10 -
5 5 5=
0 0

Figura 2| Peso total dos camundongos BALB/c ap6s remocéo do peso de drgdos acometidos (figado, bago e
pata esquerda). A e B| Média + SEM do peso corp6reo ap6s remocéo do peso do figado, baco e pata esquerda
de camundongos ndo infectados (n = 3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S.
mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por L. (L.) amazonensis e apds 15 dias por S. mansoni (n = 6)
(Leish(15)/Schisto) e coinfectados por L. (L.) amazonensis e apds 45 dias por S. mansoni (n = 6)
(Leish(45)/Schisto). *p<0,05; **p<0,01. (Student’s t-test)

3.1.2 Peso do Figado
O peso do figado dos animais é expresso como a média da porcentagem do peso do

figado em relacéo ao peso corporeo de cada respectivo animal e é apresentado na Figura 3.

No Grupo 1 — Infec¢do Inicial, a porcentagem do peso do figado em relacdo ao peso
corporeo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis € inferior quando comparado ao
grupo de animais ndo infectados (p = 0,0293). Porem, € superior nos grupos infectados por S.

mansoni (p = 0,0035) e coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni (p = 0,0071). Ao
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comparar o grupo de animais coinfectados com cada uma das infec¢des controle, nota-se que
ndo ha diferencgas entre os animais infectados apenas por S. mansoni, mas a porcentagem do
peso do figado em relacdo ao peso corpdreo de animais infectados apenas por L. (L.)
amazonensis € inferior (p = 0,0024) (Figura 3A).

No Grupo 2 — Infec¢do Tardia, a porcentagem do peso do figado em relacéo ao peso
corporeo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis ndo apresenta diferencas
estatisticamente significativas quando comparado ao grupo de animais néo infectados. Porém,
é superior nos grupos infectados por S. mansoni (p = 0,0005) e coinfectados por L. (L.)
amazonensis e S. mansoni (p = 0,001). Ao comparar o grupo de animais coinfectados com cada
uma das infeccdes controle, nota-se que ndo ha diferencas entre os animais infectados apenas
por S. mansoni, mas a porcentagem do peso do figado em relacdo ao peso corpéreo de animais

infectados apenas por L. (L.) amazonensis € inferior (p = 0,006) (Figura 3B).

A - - B . . [ Néo Infectados
Infecgao Inicial Infec¢do Tardia B Leish
W Schisto
104 — 124 - B Leish(15)/Schisto
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Figura 3| Diferencas do peso do figado em relagdo ao peso corpéreo de camundongos BALB/c. A e B| Média
+ SEM da porcentagem do peso do figado em relacéo ao peso corpéreo de camundongos ndo infectados (n = 3);
infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por
L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por L. (L.)
amazonensis e apos 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
(Student’s t-test)

3.1.3 Peso do Bago
O peso do baco dos animais é expresso como a média da porcentagem do peso do

baco em relagdo ao peso corpdreo de cada respectivo animal e é apresentado na Figura 4.

No Grupo 1 — Infeccdo Inicial, a porcentagem do peso do bago em relagdo ao peso
corporeo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis ndo apresenta diferencas quando

comparado ao grupo de animais ndo infectados. Porém, € superior nos grupos infectados por S.
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mansoni (p = 0,0256) e coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni (p = 0,0016). Ao
comparar o grupo de animais coinfectados com cada uma das infec¢des controle, nota-se que
ndo ha diferencas entre os animais infectados apenas por S. mansoni, mas a porcentagem do
peso do bago em relacéo ao peso corporeo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis
é inferior (p = 0,0012) (Figura 4A).

No Grupo 2 — Infeccdo Tardia, a porcentagem do peso do baco em relagdo ao peso
corporeo € superior nos grupos de animais infectados por L. (L.) amazonensis (p = 0,0425), S.
mansoni (p<0,0001) e coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni (p<0,0001). Ao
comparar o grupo de animais coinfectados com cada uma das infec¢des controle, nota-se que
ndo ha diferencgas entre os animais infectados apenas por S. mansoni, mas a porcentagem do
peso do baco em relacdo ao peso corpdreo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis
é inferior (p = 0,0002) (Figura 4B).
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Figura 4| Diferencas do peso do baco em relagé@o ao peso corpéreo de camundongos BALB/c. A e B| Média +
SEM da porcentagem do peso do bago em relacdo ao peso corpéreo de camundongos ndo infectados (n = 3);
infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por
L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por L. (L.)
amazonensis e apés 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****n<0,0001. (Student’s t-test) C| Aspecto macroscépico do baco de camundongos nédo infectados; infectados
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por L. (L.) amazonensis (Leish); infectados por S. mansoni (Schisto) e coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap6s
15 dias por S. mansoni (Leish(15)/Schisto).

3.1.4 Peso da Pata Esquerda
O peso da pata esquerda dos animais é expresso como a média da porcentagem do
peso da pata esquerda em relacdo ao peso corpdreo de cada respectivo animal e é apresentado

na Figura 5.

No Grupo 1 — Infeccdo Inicial, a porcentagem do peso da pata em relacdo ao peso
corporeo é superior nos grupos de animais infectados por L. (L.) amazonensis (p = 0,0024) e
coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni (p<0,0001) quando comparado ao grupo de
animais ndo infectados. Ao comparar 0 grupo de animais coinfectados com a infeccdo controle
por L. (L.) amazonensis, nota-se que ndo ha diferencas entre a porcentagem do peso da pata
infectada em relacdo ao peso corporeo (Figura 5A).

No Grupo 2 — Infeccdo Tardia, a porcentagem do peso da pata em relacdo ao peso
corpdreo € superior nos grupos de animais infectados por L. (L.) amazonensis (p = 0,0012) e
coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni (p<0,0001) quando comparado ao grupo de
animais ndo infectados. Ao comparar 0 grupo de animais coinfectados com a infec¢éo controle
por L. (L.) amazonensis, nota-se que ndo ha diferengas entre a porcentagem do peso da pata

infectada em relacdo ao peso corpéreo (Figura 5B).
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Figura 5| Diferencas do peso da pata esquerda em relacao ao peso corpdéreo de camundongos BALB/c. A e B|
Média + SEM da porcentagem do peso da pata em relagdo ao peso corporeo de camundongos ndo infectados (n =
3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por
L. (L.) amazonensis e ap0s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por L. (L.) amazonensis
e apds 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). **p<0,01; ****p<0,0001. (Student’s t-test)
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3.2 Avaliacdo da Progressao das Doencas

3.2.1 Esquistossomose
3.2.1.1 Numero de Vermes e Contagem de Ovos nas Fezes

O numero de ovos nas fezes foi quantificado a cada 15 apds 45 dias de infeccéo por
S. mansoni no Grupol — Infeccéo Inicial e apds 35 dias de infecgdo por S. mansoni no Grupo 2
— Infeccédo Tardia. A antecipacdo da quantificacdo de ovos nas fezes do Grupo 2 ocorreu devido
ao desenvolvimento precoce e acentuado da leishmaniose nos animais coinfectados. Ao término
das infecgdes, os vermes adultos foram recuperados apos perfusdo do sistema porta-hepatico e
das veias mesentéricas. O nimero de ovos nas fezes e 0 numero total de vermes, nimero de
fémeas e de machos sao apresentados na Figura 6.

No Grupo 1 — Infeccdo Inicial, ndo ha diferencas estatisticas significativas entre o
namero total de vermes, nimero de fémeas e nimero de machos entre o grupo de animais
coinfectados por L. amazonensis e S. mansoni e a infecgdo controle por S. mansoni. A
guantidade de ovos eliminados por grama de fezes ap0ds 45, 55 e 65 dias de infeccdo nao
apresentou diferencas estatisticas significativas entre o grupo de animais coinfectados por L.
amazonensis € S. mansoni quando comparado a infeccdo controle por S. mansoni para 0s
mesmos tempos de infecgdo (Figura6 A e C).

No Grupo 2 — Infecgdo Tardia, ndo ha diferengas entre o nimero total de vermes,
namero de fémeas e de machos entre os animais coinfectados por L. (L.) amazonensis e S.
mansoni quando comparado a infec¢do controle por S. mansoni. A quantidade de ovos
eliminados por grama de fezes ap6s 35 e 55 dias de infeccdo ndo apresentou diferencas
estatisticas significativas entre o grupo de animais coinfectados por L. (L.) amazonensis e S.
mansoni quando comparado a infec¢do controle por S. mansoni para 0s mesmos tempos de

infeccdo (Figura6 B e C).
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Figura 6| Infeccé@o por S. mansoni em camundongos BALB/c. A e B| Média = SEM do numero total de vermes,
namero de fémeas e numero de machos recuperados ap6s perfusdo do sistema porta-hepéatico e das veias
mesentéricas de camundongos infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por L. (L.) amazonensis e
apos 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap6s 45 dias por
S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). C e D| Média + SEM da quantidade de ovos por grama de fezes em de
camundongos infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por L. (L.) amazonensis e apds 15 dias por
S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por L. (L.) amazonensis e apés 45 dias por S. mansoni (n =
6) (Leish(45)/Schisto).

3.2.2 Leishmaniose
3221 Desenvolvimento das Lesdes Dérmicas

A Figura 7 apresenta a progressdo do tamanho da lesdo em camundongos
coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni e infectados apenas por L. (L.) amazonensis.

No Grupo 1 — Infeccdo Inicial, foi observado que os animais coinfectados
apresentaram menor inchaco quando comparados ao grupo controle de animais infectados
apenas por L. (L.) amazonensis. A diferenca estatisticamente significativa foi evidente na 72
semana de infecgéo (p = 0,0215) e se repetiu na 92 (p = 0,0027), 102 (p = 0,008) e 112 (p = 0,284)

semana de infeccdo, até a eutanasia dos animais (Figura 7A).



44

No Grupo 2 — Infeccdo Tardia, ndo houve diferencgas entre o tamanho da lesdo entre
0s grupos de animais coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni e infectados apenas

por L. (L.) amazonensis (Figura 7B).
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Figura 7| Infecclo por L. (L.) amazonensis em camundongos BALB/c. A e B| Média = SEM do tamanho das
lesdes (mm) ao longo da infeccdo em camundongos infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish),
coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por
L. (L.) amazonensis e apds 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). *p<0,05; **p<0,01. (Student’s t-
test)

Como a infeccédo por L. (L.) amazonensis em camundongo BALB/c normalmente
evolui do inchaco no local da infeccdo para uma lesdo ulcerada, caracterizada como uma lesdo
cutanea onde ha a ruptura do epitélio, de modo a haver exposicao de tecidos mais profundos e
com consequente perda de tecido, a medida da espessura da lesdo pode ser enganosa nos
periodos finais da infec¢do. Assim, outro critério utilizado para avaliar o desenvolvimento das
lesGes dérmicas foi 0 surgimento e o aumento das Ulceras.

Tanto no Grupo 1 — Infeccdo Inicial quanto no Grupo 2 — Infeccdo Tardia, ndo
foram observadas diferencas na area total das Ulceras entre o grupo de animais coinfectados por
L. (L.) amazonensis e S. mansoni e infectados apenas por L. (L.) amazonensis (Figura 8). Apesar
disso, as lesbes ulceradas em animais coinfectados se desenvolveram mais cedo e foram
aparentemente mais pronunciadas que as lesdes do grupo de animais infectados apenas por L.

(L.) amazonensis. Os aspectos macroscopicos das lesdes sdo apresentados na Figura 9, A e B.
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Figura 8| Desenvolvimento de Glceras em camundongos BALB/c infectados por L. (L.) amazonensis. Média +
SEM do tamanho das Ulceras (mm?) ao fim da infecgcdo em camundongos infectados por L. (L.) amazonensis (n =
3) (Leish), coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e
coinfectados por L. (L.) amazonensis e apds 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto).
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Infecgdo Inicial

Leish Leish(15)/Schisto

B Infec¢do Tardia

Leish Leish(45)/Schisto

Figura 9] Aspecto macroscopico da lesdo em camundongos BALB/c. A e B| Avaliacdo das lesdes em
camundongos infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish), coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap6s 15
dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por L. (L.) amazonensis e apds 45 dias por S.
mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). PI: pata infectada; PC: pata controle.
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3.2.2.2 Carga Parasitaria

A carga parasitaria foi estimada baseando-se na contagem de amastigotas no dia 0,
ou seja, no momento da extracdo da lesdo e na contagem ou positividade de promastigotas
vidveis apos 7 dias da cultura inicial da lesdo e de amostras de figado, baco e linfonodos
popliteos e é apresentada na Figura 10 e Tabelas 1 A e B.

No Grupo 1 — Infeccdo Inicial, ndo foram encontradas diferencas nas cargas
parasitarias isoladas das amostras de lesdo no dia 0 e no dia 7 entre 0 grupo de animais
coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni e infectados apenas por L. (L.) amazonensis
(Figura 10 A e B). Apesar de ndo quantificados, foram encontrados promastigotas nas culturas
de amostras de figado de dois dos trés animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis e em
quatro dos seis animais coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni. Nao foram
encontrados promastigotas nas culturas de amostras de baco de animais infectados apenas por
L. (L.) amazonensis, porém quatro dos seis animais coinfectados por L. (L.) amazonensis e S.
mansoni apresentaram parasitos na cultura de baco. Foram encontrados promastigotas nas
culturas de amostras de linfonodo de dois dos trés animais infectados apenas por L. (L.)
amazonensis e em cinco dos seis animais coinfectados por L. amazonensis e S. mansoni (Tabela
1A).

No Grupo 2 — Infec¢do Tardia, ndo foram encontradas diferengas nas cargas
parasitarias isoladas das amostras de lesdo no dia 0 e no dia 7 entre 0 grupo de animais
coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni e infectados apenas por L. (L.) amazonensis
(Figura 10 A e B). N&o foram encontrados promastigotas nas culturas de amostras de figado de
animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, porém quatro dos seis animais coinfectados
por L. (L.) amazonensis e S. mansoni apresentaram parasitos na cultura de bacgo. Os trés animais
infectados por L. (L.) amazonensis apresentaram promastigotas nas culturas de amostras de
baco e apenas um animal coinfectado por L. (L.) amazonensis e S. mansoni ndo apresentou
parasitos na cultura de amostras de baco. Além disso, a diferenca estatisticamente significativa
foi evidente nas cargas parasitarias das culturas de amostras de linfonodo, onde a carga
parasitaria de animais coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni foi superior a carga

parasitaria de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis (p = 0,0048) (Tabela 1B).
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Figura 10| Quantifica¢io de L. (L.) amazonensis em camundongos BALB/c. A e B| Média = SEM da carga
parasitaria por mg de tecido das amostras de lesdo no momento da extragdo da lesdo (dia 0) e apds 7 dias de cultura
(dia 7) das amostras de lesdo de camundongos infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish), coinfectados por
L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por L. (L.)
amazonensis e apds 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto).

Tabela 1] Infeccéo por L. (L.) amazonensis em érgaos viscerais de camundongos BALB/c. A e B| Detecg¢do de
parasitos no figado, baco e linfonodos de cada camundongo infectado por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish),
coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap0s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por
L. (L.) amazonensis e apds 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto) ap6s 7 dias de cultura. **p<0,01.
(Student’s t-test). -: negativo; +: positivo.

A
Grupo Animal Figado Baco Linfonodo
+
- - -
£
+ + +
+ - -
Leish(15)/Schisto + + +
+ - -
+
+ -
B
Grupo Animal Figado Baco Linfonodo**
+ 0,725x 107
+ 0.575x 107
+ 0,175x 107
+ - 3,175x 107
+ 2,55x% 107
Leish(45)/Schisto 3 + + 1,2x107
+ 1,975x 107
+ + 2,3x 107

+ + 1.85x 107
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Figura 11| Imprint de figado e bago de camundongos BALB/c. A, B e C| Visceralizag¢do de amastigotas no figado
de camundongos infectados por L. (L.) amazonensis e coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni. D|
Visceralizacdo de amastigotas no bago de camundongos infectados por L. (L.) amazonensis e coinfectados por L.
(L.) amazonensis e S. mansoni. Laminas de imprint coradas com kit pandptico rapido e visualizada/fotografada
em microscopio 6ptico, sob aumento de 100x. Barra =4 um.

3.3 Avaliacdo do Perfil de Producao de Citocinas
Os niveis IL-1pB, IFN-y, TNF, IL-4, IL-6 e IL-10 foram dosados em porg¢des do

figado e do baco de camundongos ndo infectados, infectados apenas por L. (L.) amazonensis,
infectados apenas por S. mansoni e coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni e sao
apresentados como dosagem da citocina em ng/mg de proteinas totais. Cada ponto representa a

dosagem de um respectivo animal.



50

3.3.1 Citocinas Pro-Inflamatorias

3.3.1.1  IFN-y

No Grupo 1 — Infeccdo Inicial, ndo ha diferencas nos niveis de IFN-y no figado e
no baco dos grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas
por S. mansoni e coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni quando comparados aos
niveis de IFN-y no figado e no baco do grupo de animais ndo infectados. O mesmo resultado
foi observado para os niveis de IFN-y no figado e no baco do grupo de animais coinfectados
quando comparado a cada uma das monoinfeccdes (Figura 12 A e B).

No Grupo 2 — Infeccdo Tardia, ndo ha diferencas nos niveis de IFN-y no figado e
no baco dos grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis e infectados apenas
por S. mansoni quando comparados aos niveis de IFN-y do grupo de animais ndo infectados
porém, os niveis de IFN-y no figado (p = 0,0013) e no baco (p = 0,0312) de animais coinfectados
foram superiores quando comparados aos niveis de IFN-y do grupo de animais ndo infectados.
N&o ha diferencas estatisticamente significativas nos niveis de IFN-y no figado e no baco do
grupo de animais coinfectados quando comparado a cada uma das monoinfec¢ées (Figura 12 A
e B).
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Figura 12| Perfil da producédo de IFN-y em tecidos. A| Niveis de IFN-y no figado de camundongos néao
infectados; infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto);
coinfectados por L. (L.) amazonensis e apos 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por
L. (L.) amazonensis e apos 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). B| Niveis de IFN-y no bago de
camundongos ndo infectados; infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n =
3) (Schisto); coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e
coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap6s 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). *p<0,05; **p<0,01.
(Student’s t-test)

3.3.1.2 TNF
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No Grupo 1 — Infecgdo Inicial, ndo ha diferengas nos niveis de TNF no figado dos
grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas por S. mansoni
e coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni quando comparados aos niveis de TNF no
figado do grupo de animais nédo infectados. O mesmo resultado foi observado para os niveis de
TNF no figado do grupo de animais coinfectados quando comparado a cada uma das
monoinfeccgdes (Figura 13A).

N&o ha diferencas nos niveis de TNF no baco dos grupos de animais infectados
apenas por S. mansoni e coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni quando comparados
aos niveis de TNF no bago do grupo de animais nao infectados, porém, os niveis de TNF no
baco do grupo de animais coinfectados foram inferiores (p = 0,0124) quando comparado aos
niveis de TNF no baco dos animais infectados apenas por S. mansoni. Ndo houve detec¢édo de
TNF no baco de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis (Figura 13B).

No Grupo 2 — Infecgdo Tardia, ndo ha diferencas nos niveis de TNF no figado do
grupo de animais infectados apenas por S. mansoni quando comparados aos niveis de TNF no
figado do grupo de animais ndo infectados, porém, os niveis de TNF no figado de animais
infectados apenas por L. (L.) amazonensis (p = 0,0267) e coinfectados por L. (L.) amazonensis
e S. mansoni (p = 0,0009) foram superiores quando comparados aos niveis de TNF no figado
do grupo de animais ndo infectados (Figura 13A).

N&o ha diferencas nos niveis de TNF no baco dos grupos de animais infectados
apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas por S. mansoni e coinfectados por L. (L.)
amazonensis e S. mansoni quando comparados aos niveis de TNF no bago do grupo de animais
ndo infectados. Porém, os niveis de TNF no baco do grupo de animais infectados apenas por L.
(L.) amazonensis sdo superiores (p = 0,0422) quando comparado ao nivel de TNF no baco do

grupo de animais coinfectados (Figura 13B).
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Figura 13| Perfil da producéo de TNF em tecidos. A| Niveis de TNF no figado de camundongos néo infectados;
infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por
L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por L. (L.)
amazonensis e apds 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). B| Niveis de TNF no baco de camundongos
ndo infectados; infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto);
coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por
L. (L.) amazonensis e ap6s 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). *p<0,05; ***p<0,001. (Student’s t-
test) ND: nédo detectado.

3.3.1.3 IL-1p

No Grupo 1 — Infeccdo Inicial, ndo ha diferencas nos niveis de IL-1p no figado e
no bago dos grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas
por S. mansoni e coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni quando comparados aos
niveis de IL-1p no figado e no baco do grupo de animais ndo infectados. O mesmo resultado
foi observado para os niveis de IL-1p no figado do grupo de animais coinfectados quando
comparado a cada uma das monoinfecgdes. Os niveis de IL-1B no bago de animais infectados
apenas por S. mansoni foram superiores (p = 0,0021) quando comparado aos niveis de I1L-1
no baco do grupo de animais coinfectados (Figura 14 A e B).

No Grupo 2 — Infeccdo Tardia, ndo ha diferengas nos niveis de IL-1p no figado do
grupo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis e apenas infectados por S. mansoni
quando comparados aos niveis de IL-1p no figado do grupo de animais ndo infectados, porém,
os niveis de IL-1p no figado de animais coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni
foram superiores (p = 0,0025) quando comparados aos niveis de IL-1p no figado do grupo de
animais nédo infectados. N&o héa diferencas nos niveis de IL-1p no figado do grupo de animais
coinfectados quando comparado a cada uma das monoinfeccdes (Figura 14A).

N&o ha diferengas nos niveis de IL-1f no baco dos grupos de animais infectados
apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas por S. mansoni e coinfectados por L. (L.)

amazonensis e S. mansoni quando comparados aos niveis de IL-1f no bago do grupo de animais
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ndo infectados. Porém, os niveis de IL-1p no baco do grupo de animais infectados apenas por
L. (L.) amazonensis séo superiores (p = 0,0015) quando comparado ao nivel de IL-1B no bago

do grupo de animais coinfectados (Figura 14B).
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Figura 14| Perfil da produgéo de IL-1p em tecidos. A| Niveis de IL-1p no figado de camundongos néo infectados;
infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por
L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por L. (L.)
amazonensis e ap6s 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). B| Niveis de IL-1p no baco de
camundongos ndo infectados; infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n =
3) (Schisto); coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (h = 6) (Leish(15)/Schisto) e
coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap6s 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). **p<0,01.
(Student’s t-test)

3.3.2 Citocinas Anti-Inflamatorias
3321 IL-4

No Grupo 1 — Infeccdo Inicial, ndo ha diferencas nos niveis de IL-4 no figado e no
baco dos grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas por
S. mansoni e coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni quando comparados aos niveis
de IL-4 no figado e no bago do grupo de animais ndo infectados. O mesmo resultado foi
observado para os niveis de IL-4 no figado do grupo de animais coinfectados quando
comparado a cada uma das monoinfec¢fes. Os niveis de IL-4 no ba¢co de animais infectados
apenas por L. (L.) amazonensis foram superiores (p = 0,0213) quando comparado aos niveis IL-
4 no bago do grupo de animais coinfectados (Figura 15 A e B).

No Grupo 2 — Infecgdo Tardia, ndo h& diferengas nos niveis de I1L-4 no figado do
grupo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis e apenas infectados por S. mansoni
quando comparados aos niveis de I1L-4 no figado do grupo de animais ndo infectados, porém,
0s niveis de IL-4 no figado de animais coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni foram

superiores (p = 0,0013) quando comparados aos niveis de IL-4 no figado do grupo de animais
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ndo infectados. Ndo h& diferengas nos niveis de IL-4 no figado do grupo de animais
coinfectados quando comparado a cada uma das monoinfeccoes (Figura 15A).

N&o ha diferencas nos niveis de IL-4 no baco dos grupos de animais infectados
apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas por S. mansoni e coinfectados por L. (L.)
amazonensis e S. mansoni quando comparados aos niveis de IL-4 no bago do grupo de animais
ndo infectados. Porém, os niveis de IL-4 no bago de animais infectados apenas por L. (L.)
amazonensis foram superiores (p = 0,0019) quando comparado aos niveis de IL-4 no baco do

grupo de animais coinfectados (Figura 15B).

Figado Bago
® Ndo Infectados
e - 705 . m  Leish
60 - A Schisto
50 - ®  Leish(15)/Schisto
g i - = g +  Leish(45)/Schisto
40 ™~
E “? £ 30 o s
T o 8 o g 20
= 2504 ®*—a —%e 2, =
s L < LN —n
- —& °
- ‘.. 10 ° A ,‘ ) i—*
0 & é s A 0+ L J
Ll ~l s T 1]
Infecgdo Inicial  Infecgdo Tardia Infecdo Inicial  Infecgdo Tardia

Figura 15| Perfil da produgéo de IL-4 em tecidos. A| Niveis de IL-4 no figado de camundongos n&o infectados;
infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por
L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por L. (L.)
amazonensis e apés 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). B| Niveis de IL-4 no baco de camundongos
ndo infectados; infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto);
coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por
L. (L.) amazonensis e apds 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). *p<0,05; **p<0,01. (Student’s t-
test)

3.3.14 IL-6

No Grupo 1 — Infeccdo Inicial, ndo ha diferencas nos niveis de IL-6 no figado e no
baco dos grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas por
S. mansoni e coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni quando comparados aos niveis
de IL-6 no figado e no bago do grupo de animais ndo infectados. O mesmo resultado foi
observado para os niveis de IL-6 no figado e no bago do grupo de animais coinfectados quando
comparado a cada uma das monoinfeccdes (Figura 16 A e B).

No Grupo 2 — Infecgdo Tardia, ndo ha diferengas nos niveis de I1L-6 no figado do
grupo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis e apenas infectados por S. mansoni

guando comparados aos niveis de IL-6 no figado do grupo de animais ndo infectados, porém,
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os niveis de IL-6 no figado do grupo de animais coinfectados por L. (L.) amazonensis e S.
mansoni foram superiores (p = 0,0068) quando comparados aos niveis de IL-6 no figado do
grupo de animais nédo infectados. N&o héa diferencas nos niveis de IL-6 no figado do grupo de
animais coinfectados quando comparado a cada uma das monoinfec¢des (Figura 16A).

N&o ha diferencas nos niveis de IL-6 no baco do grupo de animais infectados apenas
por L. (L.) amazonensis e apenas infectados por S. mansoni quando comparados aos niveis de
IL-6 no baco do grupo de animais ndo infectados, porém, os niveis de IL-6 no baco do grupo
de animais coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni foram superiores (p = 0,0452)
quando comparados aos niveis de IL-6 no baco do grupo de animais ndo infectados. Os niveis
de IL-6 no baco do grupo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis s&o superiores

(p = 0,0003) quando comparado aos niveis de IL-6 no baco do grupo de animais coinfectados.
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Figura 16| Perfil da producao de IL-6 em tecidos. A| Niveis de IL-6 no figado de camundongos ndo infectados;
infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por
L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por L. (L.)
amazonensis e apés 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). B| Niveis de IL-6 no baco de camundongos
ndo infectados; infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto);
coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por
L. (L.) amazonensis e ap6s 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). *p<0,05; ***p<0,001. (Student’s t-
test)

3.3.15 IL-10
No Grupo 1 — Infec¢do Inicial, ndo h& diferengas nos niveis de 1L-10 no figado e
no bago dos grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas
por S. mansoni e coinfectados por L. (L.) amazonensis e S. mansoni quando comparados aos
niveis de 1L-10 no figado e no bago do grupo de animais nédo infectados. O mesmo resultado
foi observado para os niveis de IL-10 no figado e no baco do grupo de animais coinfectados

quando comparado a cada uma das monoinfeccdes (Figura 17 A e B).
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No Grupo 2 — Infecgdo Tardia, ndo ha diferencas nos niveis de IL-10 no figado do
grupo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis e infectados apenas por S. mansoni
qguando comparados aos niveis de IL-10 no figado do grupo de animais ndo infectados, porém,
o0s niveis de IL-10 no figado do grupo de animais coinfectados por L. (L.) amazonensis e S.
mansoni foram superiores (p = 0,0028) quando comparados aos niveis de IL-10 no figado do
grupo de animais ndo infectados. Nao héa diferencas nos niveis de IL-10 no figado do grupo de
animais coinfectados quando comparado a cada uma das monoinfec¢des (Figura 17A).

N&o héa diferencas nos niveis de IL-10 no baco do grupo de animais infectados
apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas por S. mansoni e coinfectados por L. (L.)
amazonensis e S. mansoni quando comparados aos niveis de IL-10 no baco do grupo de animais
ndo infectados. Os niveis de IL-10 no baco do grupo de animais infectados apenas por L. (L.)
amazonensis foram superiores (p = 0,0016) quando comparados aos niveis de IL-10 no baco do

grupo de animais coinfectados.
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Figura 17| Perfil da produgdo de IL-10 em tecidos. A| Niveis de IL-10 no figado de camundongos nao infectados;
infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por
L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e coinfectados por L. (L.)
amazonensis e ap6s 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). B| Niveis de I1L-10 no bago de
camundongos ndo infectados; infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n =
3) (Schisto); coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap6s 15 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(15)/Schisto) e
coinfectados por L. (L.) amazonensis e ap6s 45 dias por S. mansoni (n = 6) (Leish(45)/Schisto). **p<0,01.
(Student’s t-test)

4, Discusséo
Ao investigar o efeito da coinfeccdo por L. (L.) amazonensis e S. mansoni, focou-
se na avaliacdo e comparacdo de diferentes parametros de caracterizacdo de progressao

especificos para cada uma das infeccGes em condigdes de infecgdo singular e concomitante e
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também buscou-se determinar os perfis de producdo de citocinas a nivel tecidual, uma vez que
o figado, caracterizado por possuir um ambiente imunologicamente tnico °?! e o bago sdo
orgdos primarios de lesdo patogénica da esquistossomose e, possivelmente, da leishmaniose
causada por L. (L.) amazonensis como ja descrito por Barral et al 8%,

A infeccdo prévia por L. (L.) amazonensis aos 15 e 45 dias antes da infeccao por S.
mansoni nos introduz dois cenarios distintos, um no qual no momento da infec¢do por S.
mansoni a infeccdo por L. (L.) amazonensis ainda ndo esta consolidada, com a presenca de
parasitos mas sem o desenvolvimento de lesdes (15 dias) e outro onde a infeccao por L. (L.)
amazonensis ja esta bem estabelecida, com a presenca de parasitos e lesdes aparentes (45 dias).

A partir de 7 semanas de infecgédo por L. (L.) amazonensis e 5 semanas de infec¢do
por S. mansoni no Grupo 1 (Infeccdo Inicial), periodo no qual ambas as infeccdes ja estdo
estabelecidas, os camundongos coinfectados apresentaram lesfes na pata menores comparadas
as lesdes dos camundongos infectados apenas por L. (L.) amazonensis, diferenca que se
manteve pelas semanas seguintes até o fim da infeccdo. Essa atenuacdo no desenvolvimento da
lesdo nao foi, no entanto, devido a uma reducdo na carga parasitaria, ja& que o nimero de
parasitos encontrados na lesdo de animais coinfectados e animais infectados apenas por L. (L.)
amazonensis ao final da infecgéo foi equivalente. Esses resultados podem indicar que a partir
do estabelecimento de uma forte resposta imunolégica Thy, caracteristica da infeccéo por S.
mansoni (a partir da 5 semana de infec¢do), ha uma atenuacdo no desenvolvimento da lesdo
cujo mecanismo parece ser independente da carga parasitaria. Tal relacdo de independéncia
entre o desenvolvimento da lesdo e a carga parasitaria é coerente com resultados apresentados
por La Flamme ** em estudo de coinfecgdo por S. mansoni e L. (L.) major e por Afonso e Scott
122 durante estudo de suscetibilidade de camundongos C57BL/10 por L. (L.) amazonensis.

N&o ha diferencas, entretanto, nos tamanhos da lesdo ao longo da infeccdo entre os
camundongos coinfectados e infectados apenas por L. (L.) amazonensis no Grupo 2 (Infeccédo
Tardia), apesar do nimero de parasitos encontrados na lesdo de animais coinfectados ter uma
tendéncia a ser superior ao nimero de parasitos encontrados na lesdo de animais infectados
apenas por L. (L.) amazonensis ao final da infeccdo. Novamente, apds 5 semanas de infeccao
por S. mansoni, nota-se uma tendéncia de atenuagdo no desenvolvimento de lesGes em
camundongos coinfectados, o que reforga a hipotese de que o tamanho da lesdo parece ser
independente da carga parasitaria.

Para avaliar se a infec¢do por L. (L.) amazonensis alterou o curso da infecgéo
subsequente por S. mansoni, 0 nimero de vermes e a quantidade de ovos eliminados nas fezes

foi examinado. Nenhuma diferenca foi encontrada nas cargas parasitarias ou no numero total
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de ovos eliminados nas fezes entre camundongos coinfectados e camundongos infectados
apenas por S. mansoni, concluindo que, com base nesses parametros, a infec¢do por L. (L.)
amazonensis ndo alterou significativamente o curso da infeccdo por S. mansoni tanto no
intervalo de 15 dias quanto no intervalo de 45 dias entre as infecgdes.

No entanto, ao observar que o desenvolvimento de lesdes ulceradas nos animais
coinfectados do Grupo 2 (Infecgdo Tardia) foi precoce e acentuado quando comparado ao
desenvolvimento de lesdes ulceradas nos animais controles da infeccdo por L. (L.) amazonensis,
passou-se a avaliar a possibilidade de uma antecipacao da oviposicao, que conhecidamente para
a linhagem de S. mansoni utilizada se d& a partir dos 45 dias de infec¢do. Dois dos seis animais
coinfectados apresentaram ovos nas fezes ap6s 35 dias de infeccdo. Este resultado nos encoraja
a supor que a presenca de L. (L.) amazonensis no figado pode estar relacionada a essa
antecipacdo inesperada da oviposicao, ja que esses mesmos dois animais apresentaram parasitos
nas culturas de amostras de figado. Esse resultado é relevante porque se hd uma mudanca nas
caracteristicas bioldgicas dos esquistossomos associada a presenca de outro parasito, tal fator
poderia ocasionar mudancas nos padrdes de transmissao e da patologia da doenca.

Apesar dessa alteracdo na oviposicao observada em dois animais coinfectados, ndo
houveram outras alteracdes significativas no curso da esquistossomose, resultados suportados
também pela auséncia de diferencas na producdo de IL-4, IL-6 e IL-10, umas das principais
citocinas envolvidas na resposta imune a esquistossomose 3 no figado e no baco dos
camundongos coinfectados e infectados apenas por S. mansoni, indicando que a coinfeccéo por
L. (L.) amazonensis também ndo alterou a resposta imune especifica e caracteristica da
esquistossomose nos Grupo 1 (Infeccdo Inicial) e Grupo 2 (Infeccdo Tardia).

Sabe-se que a esquistossomose € uma doenca que potencialmente causa morbidades
sistémicas incluindo a anemia, perda de peso e o desenvolvimento de extensa fibrose com
consequente hepatoesplenomegalia *2%, Dessa forma, monitorar e avaliar os pesos dos animais
ao longo da infecgdo e os pesos dos 6rgdos acometidos pela esquistossomose e leishmaniose,
tornaram-se parametros de caracterizacdo importantes para avaliar a progressdo das doengas.

H& uma tendéncia de crescimento natural e homogéneo dos animais ao longo das
semanas, porém, em ambos 0s intervalos de tempo entre as coinfec¢des, nota-se um padrdo de
queda da porcentagem de crescimento do peso corpdreo nos grupos de animais infectados por
S. mansoni (coinfecgdo e monoinfecgdo) apos 5 semanas de infecgdo por S. mansoni.

Considerando que o aumento dos 6rgéos influencia o peso total dos camundongos,
e que o aumento dos pesos do figado e do baco séo extremamente relevantes na patogenia da

esquistossomose, da mesma forma que o0 aumento da pata infectada se mostrou



59

significativamente superior em todos os grupos de animais com leishmaniose, avaliamos o peso
total dos camundongos subtraindo o peso desses dois 6rgdos e da pata esquerda, a fim de
visualizar a real perda de peso e caquexia, evidentes como sinal clinico apresentado pelos
animais ao longo da infeccdo. As maiores diferencas significativas em relacdo ao peso do grupo
de animais n&o infectados foram encontradas nos grupos em que havia a presenga de S. mansoni
e L. (L.) amazonensis, evidenciando que a presenca dos dois parasitos tem um impacto negativo
significativo no aspecto fisico dos animais.

Apesar dos animais coinfectados terem apresentado a maior porcentagem de perda
de peso corporeo, os pesos dos figados e bacos parecem ser modulados apenas pela presenca
do S. mansoni, uma vez que ndo foram encontradas diferencas entre os pesos do figado e baco
do grupo de animais coinfectados comparados ao grupo de animais infectados apenas por S.
mansoni, mas essa diferenca € evidente quando comparados aos pesos dos figados e bagos dos
grupos infectados apenas por L. (L.) amazonensis e ndo infectados. Ha também um aumento do
peso do baco no grupo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis comparado ao
grupo de animais ndo infectados, o que pode estar relacionado a alta carga parasitaria
encontrada nos bagos dos animais desse grupo. O peso das patas infectadas dos animais
coinfectados e infectados apenas por L. (L.) amazonensis é superior quando comparada ao peso
das patas controle dos animais ndo infectados, resultado esperado ja que o inchaco no sitio da
les@o é a principal manifestacdo clinica na leishmaniose tegumentar murina.

O perfil de producdo de citocinas no figado e no bacgo foi avaliado ao final das
infeccdes e, no Grupo 1 (Infeccdo Inicial), parece ndo haver modulacdo da resposta imune no
figado por parte de um dos parasitos uma vez que nao ha diferencas nas dosagens de IFN-y,
TNF, IL-1B, IL-4, IL-6 e IL-10. O mesmo resultado foi observado para os niveis de IFN-y, IL-
6 e IL-10 no baco. Porém, ha diferencas nos niveis de IL-4 no baco, que parecem ser modulados
pela infeccdo por S. mansoni, resultado esperado frente a forte e polarizada resposta imune do
tipo Thz induzida por S. mansoni ’2. Os niveis de TNF e IL-1B no bago sio inferiores nos grupos
de animais coinfectados e infectados apenas por L. (L.) amazonensis em relacdo aos niveis de
IL-1B no grupo de animais infectados apenas por S. mansoni, resultado também esperado se
considerarmos que a auséncia ou baixa producdo de TNF e IL-1p, importantes citocinas para a
resposta imune de resisténcia a infeccdo por Leishmania %, levam a exacerbacéo da doenca %,
como observada nos animais com leishmaniose.

Ja no Grupo 2 (Infeccdo Tardia), os niveis de IFN-y, TNF, IL-1f, IL-4, IL-6 e IL-
10 no figado ndo apresentaram diferencas entre o grupo de animais coinfectados e os grupos de

infeccdes controles, mas foram superiores comparados aos niveis do grupo de animais nédo
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infectados. No baco, os niveis de TNF, IL-1p, IL-4, IL-6 e IL-10 sdo modulados pela infec¢do
por S. mansoni. Tais resultados indicam que mesmo apds uma infeccédo por L. (L.) amazonensis
bem estabelecida, os mecanismos imunomoduladores induzidos por S. mansoni polarizam a
resposta imune.

A parasitologia contempla ndo apenas as interacfes entre espécies, mas também
destas com o ambiente (que pode ser o préprio hospedeiro), logo, seu viés ecolédgico é
indissociavel . Porém, o fendmeno parasitismo ainda recebe um enfoque tradicional,
antropocéntrico e militarista no qual um ou mais organismos necessariamente causam danos ao
hospedeiro. Lenzi e Vannier-Santos #, no entanto, nos trazem uma visdo alternativa a essas
ideias convencionais, oferecendo uma abordagem ecolégica da coabitacdo parasito-hospedeiro
a qual sugere que o termo coabitante é mais preciso que 0 termo parasito porque é cada vez
mais claro que todo ser vivo compde um sistema adaptativo que flui em uma dindmica continua
de trocas onde é dificil mensurar os ganhos e perdas dos respectivos parceiros.

Tal abordagem pode ser estendida, dentro do contexto deste trabalho, para
descrever a relacdo entre parasitos coexistindo e vivendo juntos. RelacGes estas que podem ir
desde o0 aumento até a supressdo de um ou de ambos 0s agentes infecciosos e do consequente
aumento ou melhoria da patologia, proposto neste trabalho como coinfec¢do; ou também néo
sofrerem alteracdo alguma, proposto neste trabalho como coabitacgéo.

Isso significa que a natureza de qualquer infeccdo parasitéaria especifica em um
hospedeiro infectado concomitantemente a outro agente infeccioso pode ser muito diferente de
uma infeccdo causada pelo mesmo parasito em um hospedeiro ndo infectado por outro
patdgeno, e que isso pode gerar diversas implicacBes em aspectos epidemiolégicos, clinicos das
doencas humanas e veterinarias, no desenvolvimento de vacinas ' e no uso da quimioterapia.

O objetivo deste estudo foi entdo fornecer algumas indicac@es sobre a variedade de
interacdes que ocorrem quando um hospedeiro € infectado por mais de um agente infeccioso,
no caso, dois agentes causadores de doencas endémicas no territorio brasileiro que ja tem sido
reportadas ocorrendo simultaneamente %849 e fortalecer a ideia proposta por Cox ° de que as
infeccOes concomitantes, apesar de ainda receberem pouca atencgéo, talvez sejam a regra e néo
a excecao e por isso a importancia de compreender essas interagcdes e as consequéncias que elas

geram em seus hospedeiros.
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CAPITULO II

Avaliacdo das alteracfes patolégicas e imunoldgicas provocadas por
Leishmania (Leishmania) amazonensis em camundongos previamente
infectados por Schistosoma mansoni
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Capitulo 11 - Avaliacdo das alteracdes patologicas e imunologicas
provocadas por Leishmania (Leishmania) amazonensis em camundongos

previamente infectados por Schistosoma mansoni

1. Introducao

Grande parte das populacdes hospedeiras naturais estdo constantemente expostas a
diversas espécies de parasitos, consequéncia de uma sobreposicdo geografica de suas
distribuicGes, tornando cada vez mais prevalente a ocorréncia de infeccGes parasitarias
concomitantes em um mesmo hospedeiro °. O termo infecces concomitantes refere-se entfo a
uma situacdo onde dois ou mais agentes infecciosos, geneticamente diferentes, coexistem em
um mesmo hospedeiro, podendo ou ndo gerar importantes consequéncias nos cursos de suas
infeccBes ®. Na natureza, as infecgcdes concomitantes ndo sdo excecdo e ha registros pré-
histdricos de sua ocorréncia 8. O que é menos conhecido e abordado pelos principais textos de
parasitologia € que existem inumeras interacdes, intensas ou sutis, entre esses organismos
presentes em um mesmo hospedeiro, sendo portanto necessario considerar a natureza das
possiveis consequéncias dessas interacdes, que incluem organismos como: virus, bactérias,
helmintos e protozoarios, interagindo entre si ou entre as diferentes espécies de um mesmo
grupo ©.

Existe uma sobreposi¢do na distribuicdo epidemioldgica do helminto Schistosoma
mansoni e de algumas espécies de protozoarios do género Leishmania em varios paises da
Africa, América Central e América do Sul, incluindo o Brasil. Em virtude dessa extensa
sobreposicdo geografica, S. mansoni e espécies de Leishmania podem, ocasionalmente,
coinfectar os mesmos individuos 484910819 - Além disso, a probabilidade da ocorréncia da
coinfeccdo S. mansoni/Leishmania € intensificada por conta do padréo crénico de cada uma das
doencas e pelo deslocamento de pessoas cada vez mais intenso entre as areas endémicas 110112,
No caso do Brasil, é relevante compreender e estabelecer os parametros da coinfec¢do in vivo
por S. mansoni, espécie responsavel pela esquistossomose mansonica e de Leishmania
(Leishmania) amazonensis, uma das espécies causadora da leishmaniose cutinea e responsavel
pela forma difusa da doenca e com potencial de visceralizacdo; uma vez que ambas séo
endémicas no territorio brasileiro e estudos de coinfeccdo experimental entre essas duas
espécies, que seja do nosso conhecimento, nunca foram reportados na literatura até o momento.
Ademais, as evidéncias disponiveis sobre a modulacdo imune causada pelos helmintos nos

encorajam a supor que a interacdo entre esses dois agentes (S. mansoni/L. (L.) amazonensis)
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pode vir a contribuir para a ocorréncia de manifestacdes incomuns dos quadros clinicos de duas
das mais antigas, severas e ainda negligenciadas parasitoses em humanos: esquistossomose e

leishmaniose cutanea.

2. Material e Métodos

2.1 Configuracdo Experimental

O Capitulo I1 deste trabalhou visou avaliar as alteracdes patoldgicas e imunoldgicas
quando a infeccdo por S. mansoni precedeu a infecgcdo por L. (L.) amazonensis, com intervalos
de 15 e 45 dias entre as infec¢des, periodos definidos como Infec¢do Inicial e Infec¢do Tardia,
e que estdo relacionados as fases aguda (15 dias) e crénica (45 dias) da esquistossomose,

respectivamente.

Foram estabelecidos dois grupos experimentais: Grupo 1 — Infeccdo Inicial
(infeccdo por S. mansoni e ap6s 15 dias a infeccdo por L. (L.) amazonensis) e Grupo 2 — Infeccéo
Tardia (infeccdo por S. mansoni e apds 45 dias a infeccdo por L. (L.) amazonensis) com quinze
animais em cada grupo. Os animais foram entdo subdivididos em cinco grupos de infeccao

conforme esquema abaixo:

Grupo 1 - Infecgéo Inicial
NI: animais ndo infectados (grupo controle); n = 3.
Leish: animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis (infeccdo controle); n = 3.
Schisto: animais infectados apenas por S. mansoni (infeccdo controle); n = 3.
Schisto(15)/Leish: animais infectados por S. mansoni e apds 15 dias, infectados por L. (L.)
amazonensis (infeccao inicial); n = 6.

Grupo 2 - Infeccdo Tardia
NI: animais ndo infectados (grupo controle); n = 3.
Leish: animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis (infecgdo controle); n = 3.
Schisto: animais infectados apenas por S. mansoni (infecc¢do controle); n = 3.
Schisto(45)/Leish: animais infectados por S. mansoni e apds 45 dias, infectados por L. (L.)

amazonensis (infeccdo tardia); n = 6.
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As infeccOes dos grupos de animais coinfectados foram realizadas em simultaneo e

nas mesmas condicdes das infec¢des controle para cada um dos parasitos.

2.2 Animais

Para a realizagdo dos ensaios in vivo foram utilizados camundongos fémeas da
linhagem BALB/c marcados individualmente, com 30 dias de idade, pesando ~ 20 g. Os
animais receberam &gua filtrada, racdo autoclavada ad libitum e foram mantidos em mini-
isoladores com maravalha autoclavada em Rack ventilado (Alesco®) substituida duas vezes na
semana. Os animais foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica
(CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas.

E importante destacar que os modelos de animais de laboratorio infectados por
Schistosoma mansoni e Leishmania spp. estdo bem estabelecidos na literatura e s&o
rotineiramente mantidos nos laboratérios onde este projeto foi desenvolvido.

O peso corpdreo dos animais foi monitorado semanalmente, inclusive no periodo
anterior a infecgdo/infeccGes, comegando aos 30 dias de vida. Ao final das infecgdes, os figados,

bacos e patas infectadas e controle foram pesadas.

2.3 Parasitos e Infeccdes

2.3.1 Schistosoma mansoni

Neste estudo foi utilizada a linhagem BH (Belo Horizonte) de Schistosoma
mansoni. Essa linhagem é mantida no Departamento de Biologia Animal (UNICAMP) em
moluscos planorbideos Biomphalaria glabrata e em camundongos fémeas Mus musculus,
linhagens Swiss e BALB/c, com protocolo aprovado pelo CEUA/UNICAMP (protocolo
namero 4798-1/2018).

Para a infeccdo, os camundongos foram contidos em dispositivos especificos e
infectados utilizando-se a técnica de imersdo caudal em tubos de ensaio contendo uma
suspensdo de cercérias durante 2 horas com exposicao a luz e temperatura de aproximadamente
28° C 4 Os camundongos foram infectados individualmente com aproximadamente 70

cercarias cada.
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2.3.2 Leishmania (Leishmania) amazonensis

A cepa de L. (L) amazonensis utilizada nesse estudo foi a
MHOM/BR/1973/M2269. Essa cepa é mantida nas formas promastigota em culturas liquidas a
26° C e amastigota em camundongos BALB/c infectados periodicamente no Departamento de
Biologia Animal (UNICAMP), com protocolo aprovado pelo CEUA/UNICAMP (protocolo
namero 3484-1).

Foi utilizado o modelo de infeccdo para leishmaniose cutanea em camundongos
BALB/c fémeas, avaliando-se para isso, camundongos BALB/c que foram infectados no coxim
plantar traseiro esquerdo com 2 x 10° promastigotas de populacdes enriquecidas de metaciclicos
purificados a partir de incubacdo com anticorpo m3A.1. em suspens@es liquidas (PBS 1X) de
até 50 pL/inéculo 1%°,

Semanalmente, a espessura das patas traseiras dos animais foi medida com
paquimetro digital (Mitutoyo, Japan) e a diferenca entre a pata infectada e pata ndo infectada
indicava o tamanho da lesdo (mm) e o tamanho da Ulcera expresso como a area da Ulcera (mm2).
A aparéncia macroscopica da lesdo foi registrada com camera fotografica digital ao final das

infeccdes.

2.4 Determinacédo das Cargas Parasitarias

24.1 Schistosoma mansoni

24.1.1 NuUmero de Parasitos Adultos
Apbs o periodo determinado para o término da infeccdo do hospedeiro definitivo,
os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical. Os vermes adultos foram
recuperados por meio da perfusdo do sistema porta-hepatico e das veias mesentéricas de acordo
com Pellegrino & Siqueira %°.

24.1.2 Contagem de Ovos nas Fezes
As fezes de cada animal foram coletadas a cada 15 dias apos 45 dias de infecgéo,
para realizar a contagem do nimero de ovos eliminados, utilizando-se 0 método quantitativo
Kato-Katz . Foi utilizado o Kit comercial Helm Test (Bio-Manguinhos, FIOCRUZ) para
determinar o numero de ovos/grama. Os animais foram separados em gaiolas individuais e fezes

frescas foram utilizadas para realizar a técnica. As fezes foram submetidas a triagem em nylon
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e a quantidade exata de fezes foi determinada pelo preenchimento de um orificio de didmetro
conhecido (fornecido pelo kit) e depois colocado em uma Iamina de vidro. As fezes ja dispostas
na lamina foram cobertas com papel celofane impregnado com solucdo de verde malaquita
(solucdo aquosa a 3 %) a fim de preservar e branquear o material. Em cada tempo de
experimento, duas ldminas foram feitas por animais e lidas no microscépio de luz. O nimero
de ovos foi determinado pela férmula padrdo do Kit Helm Test, Bio-Manguinhos: nimero de

ovos contado x 4 = ovos/grama de fezes.

24.2 Leishmania (Leishmania) amazonensis

Os ensaios de quantificagdo de carga parasitaria foram realizados segundo
protocolo de diluicdo limitante estabelecido por Lima e colaboradores '8, com modificagdes.
Os animais eutanasiados tiveram a area da lesdo isolada e porces previamente pesadas de
6rgdos como figado, baco e linfonodos popliteos homogeneizados em tubos de vidro com
homogeneizador estéril a 4° C em PBS 1X esteril. O material coletado foi centrifugado a 4° C
a 60 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 4° C a 600 x g por 5
minutos e, neste caso, o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de PBS 1X estéril, dos quais 10
pL foram transferidos para uma placa de 24 pogos contendo 2 mL de meio de cultura de
crescimento de promastigotas M199 (Sigma-Aldrich) e 10 pulL de estreptomicina ¢ 2 pL
gentamicina, e outros 10 pL transferidos para a cdmara de Neubauer para a quantificagao
aproximada de amastigotas por mg de tecido, apresentada como a quantificacdo no dia 0.

As culturas foram incubadas a 26° C por sete dias e a carga parasitaria foi estimada
baseando-se na contagem de promastigotas realizadas em camara de Neubauer encontradas no
7° dia, observadas em microscépio Optico invertido acoplado com camera invertida (Leica DFC
295). A carga parasitaria no figado e baco, quando detectada, foi normalizada levando em conta

0 peso da porcdo inicial em relacdo ao peso total do 6rgao isolado para cultura.

2.5 Ensaio para Determinar a Producdo de Citocinas

As porcoes de figado e baco previamente pesadas foram processadas na presenca
do inibidor de protease e as citocinas foram dosadas no homogenato. As proteinas totais foram
dosadas pelo método de Bradfort (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate) com limite
de detecgdo minimo de 31,25 mg/mL.

Foram obtidos os perfis de producéo de citocinas IL-1B, IFN-y, TNF, IL-4, IL-6 e
IL-10 no figado e no bago pelo método de ELISA sanduiche. Os limites de detecgdo minimos
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sdo 31,25 pg/mL para IL-1B; 3,125 pg/mL para IFN-vy; 15,625 pg/mL para TNF; 9,375 pg/mL
para IL-4; 15,625 pg/mL para IL-6 e 31,25 pg/mL para IL-10 (BD Biosciences). Os

procedimentos foram realizados de acordo com instrucdes do fabricante.

2.6 Imprint

2.6.1 Leishmania (Leishmania) amazonensis

Foram preparadas Iaminas com aposi¢do de material de figado e baco de animais
coinfectados e controles da infeccdo por L. (L.) amazonensis, pressionando-os levemente contra
a lamina para posterior secagem a temperatura ambiente e fixacdo com metanol puro e
coloracdo com o kit panoptico rapido (Newprov, Pinhais — PR) para a observacédo de parasitos

que eventualmente tenham se disseminado do sitio da leséo cutanea.

2.7 Comissdo de Etica

O projeto foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso de Animais da UNICAMP
(CEUA/UNICAMP) e aprovado sob protocolo de numero 4577-1/2017.

2.8 Andlises Estatisticas

As diferencas estatisticas entre 0s grupos foram testadas usando a Andlise de
Variancia (one-way ANOVA) e o Student’s t-test ndo pareado, utilizando o programa GraphPad
Prism versdo 7.00 para Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA,

www.graphpad.com. Todos os resultados analisados foram considerados significativos quando

p < 0.05. Os dados sao apresentados como média + SEM.

3. Resultados

3.1 Pesagens
O peso corporal de todos os animais foi monitorado semanalmente. Foi avaliado o

percentual de crescimento semanal em relagdo ao peso inicial de cada animal a fim de


http://www.graphpad.com/
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estabelecermos curvas de padrbes de aumento ou redugdo do peso de cada um dos grupos ao
longo das infecgoes.

Ao final das infeccbes, foram pesados os figados, bacos e patas esquerdas
infectadas e controle. O peso dos 6rgdos € apresentado em porcentagem do 6rgdo em relacédo
ao peso corporeo total de cada respectivo animal, de modo a estabelecermos um padréo para
andlise do aumento ou reducdo do peso dos 6rgdos de cada grupo em relacdo aos grupos

controles.

311 Peso Corporal

O peso corporal de todos os animais foi monitorado semanalmente e o percentual
de crescimento semanal em relacdo ao peso inicial e é apresentado na Figura 1. N&o ha diferenca
estatisticamente significativa entre o peso inicial de todos os grupos de animais dos Grupo 1 —
Infeccdo Inicial e Grupo 2 — Infec¢do Tardia. Nota-se uma tendéncia da queda do peso dos
animais a partir da 5% semana apos a infeccdo por S. mansoni. Apesar dessa tendéncia, ndo
houve diferenca entre o peso dos grupos de animais infectados por S. mansoni € o peso do grupo

de animais ndo infectados.
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Figura 1| Porcentagem de crescimento de camundongos BALB/c. A e B| Média da porcentagem de crescimento
de camundongos ndo infectados (n = 3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S.
mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por S. mansoni e ap6s 15 dias por L. (L.) amazonensis (h = 6)
(Schisto(15)/Leish) e coinfectados por S. mansoni e ap6s 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5)
(Schisto(45)/Leish) ao longo das semanas. Nao ha diferencas estatisticamente significativas entre o peso inicial de
todos os grupos. (One-way ANOVA)

Considerando que o aumento dos pesos dos 6rgdos dos camundongos influencia o
peso total do camundongo dificultando a visualizacdo de perda de peso e potencial caquexia
(importantes aspectos clinicos da esquistossomose), o peso dos diferentes grupos foi comparado

apos subtracdo dos pesos do figado, bago e pata esquerda.
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No Grupo 1 — Infecgdo Inicial, o peso corporeo apos subtracdo do peso do figado,
baco e pata esquerda do grupo de animais infectados apenas por S. mansoni € inferior quando
comparado ao grupo de animais ndo infectados (p = 0,0075) e coinfectados por S. mansoni e L.
(L.) amazonensis (p = 0,0123). N&o ha diferencas entre o peso corporeo apos subtracdo do peso
do figado, baco e pata esquerda dos grupos de animais infectados apenas por L. (L.)
amazonensis e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis quando comparado ao grupo
de animais n&o infectados.

No Grupo 2 — Infec¢do Tardia, 0s pesos corpdreos apds subtracdo dos pesos do
figado, baco e pata esquerda do grupo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis e
infectados apenas por S. mansoni ndo apresentam diferencas quando comparado ao grupo de
animais ndo infectados. Porém, € inferior no grupo de animais coinfectados por S. mansoni e L.

(L.) amazonensis (p = 0,0198) quando comparado ao grupo de animais ndo infectados.
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Figura 2| Peso total dos camundongos BALB/c ap6s remocao do peso de drgdos acometidos (figado, bago e
pata esquerda). A e B| Média + SEM do peso corpdreo apds remogao do peso do figado, bago e pata esquerda de
camundongos ndo infectados (n = 3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni
(n = 3) (Schisto); coinfectados por S. mansoni e apds 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish)
e coinfectados por S. mansoni e apds 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). *p<0,05;
**p<0,01. (Student’s t-test)

3.1.2 Peso do Figado
O peso do figado dos animais € expresso como a média da porcentagem do peso do

figado em relagéo ao peso corporeo de cada respectivo animal e é apresentado na Figura 3.

No Grupo 1 — Infec¢do Inicial, a porcentagem do peso do figado em relacdo ao peso
corporeo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis (p = 0,0354), infectados por S.
mansoni (p<0,0001) e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis (p<0,0001) é superior

guando comparado ao grupo de animais ndo infectados. Ao comparar 0 grupo de animais
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coinfectados com cada uma das infeccdes controle, nota-se que a porcentagem do peso do
figado em relacdo ao peso corporeo é inferior (p = 0,0011) quando comparado ao grupo de
animais infectados apenas por S. mansoni e superior quando comparado ao grupo de animais
infectados apenas por L. (L.) amazonensis (p<0,0001) (Figura 3A).

No Grupo 2 — Infec¢do Tardia, a porcentagem do peso do figado em relacéo ao peso
corporeo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis ndo apresenta diferencas quando
comparado ao grupo de animais ndo infectados. Porém, € superior nos grupos infectados por S.
mansoni (p = 0,0089) e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis (p = 0,001). Ao
comparar o grupo de animais coinfectados com cada uma das infec¢des controle, nota-se que
ndo ha diferencgas entre os animais infectados apenas por S. mansoni, mas a porcentagem do
peso do figado em relacdo ao peso corpdreo de animais infectados apenas por L. (L.)

amazonensis € inferior (p = 0,0014) (Figura 3B).

Ndo Infectados
Leish

Schisto
Schisto(15)/Leish
Schisto(45)/Leish

Infeccao Inicial Infecgdo Tardia

i

Figado/Corpo (%)
Figado/Corpo (%)

Figura 3| Diferencas do peso do figado em relagédo ao peso corpéreo de camundongos BALB/c. A e B| Média
+ SEM da porcentagem do peso do figado em relagdo ao peso corpéreo de camundongos ndo infectados (n = 3);
infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por
S. mansoni e apds 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por S. mansoni e
apos 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001. (Student’s
t-test)

3.1.3 Peso do Bago
O peso dos bagos dos animais € expresso como a média da porcentagem do peso do

baco em relagdo ao peso corporeo de cada respectivo animal e € apresentado na Figura 4.

No Grupo 1 — Infeccdo Inicial, a porcentagem do peso do bago em relagdo ao peso
corporeo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis (p = 0,0425), infectados por S.

mansoni (p<0,0001) e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis (p<0,0001) é superior
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quando comparado ao grupo de animais nédo infectados. Ao comparar 0 grupo de animais
coinfectados com cada uma das infecgdes controle, nota-se que a porcentagem do peso do
figado em relacdo ao peso corpéreo é inferior (p = 0,0014) quando comparado ao grupo de
animais infectados apenas por S. mansoni e superior quando comparado ao grupo de animais
infectados apenas por L. (L.) amazonensis (p<0,0001) (Figura 4A).

No Grupo 2 — Infeccdo Tardia, a porcentagem do peso do baco em relagdo ao peso
corporeo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis ndo apresenta diferencas quando
comparado ao grupo de animais ndo infectados. Porém, € superior nos grupos infectados por S.
mansoni (p = 0,0078) e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis (p = 0,0098). Ao
comparar o grupo de animais coinfectados com cada uma das infec¢des controle, nota-se que
ndo ha diferencas entre os animais infectados apenas por S. mansoni, mas a porcentagem do
peso do figado em relacdo ao peso corporeo de animais infectados apenas por L. (L.)

amazonensis é inferior (p = 0,0096) (Figura 4B).
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Figura 4| Diferencas do peso do baco em relagé@o ao peso corporeo de camundongos BALB/c. A e B| Média +
SEM da porcentagem do peso do bago em relagdo ao peso corpéreo de camundongos nédo infectados (n = 3);
infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por
S. mansoni e apds 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por S. mansoni e apds
45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
(Student’s t-test) C e D| Aspecto macroscopico do bago de camundongos ndo infectados; infectados por L. (L.)
amazonensis (Leish); infectados por S. mansoni (Schisto); coinfectados por S. mansoni e apds 15 dias por L. (L.)
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amazonensis (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por S. mansoni e apdés 45 dias por L. (L.) amazonensis
(Schisto(45)/Leish).

3.1.4 Peso da Pata Esquerda
O peso da pata esquerda dos animais é expresso como a média da porcentagem do
peso da pata esquerda em relacdo ao peso corpdreo de cada respectivo animal e é apresentado

na Figura 5.

No Grupo 1 — Infeccdo Inicial, ndo ha diferencas na porcentagem do peso da pata em
relacdo ao peso corpdreo de animais infectados por L. (L.) amazonensis e coinfectados por S.
mansoni e L. (L.) amazonensis quando comparado ao grupo de animais ndo infectados. Ao
comparar 0 grupo de animais coinfectados com a infec¢do controle por L. (L.) amazonensis,
nota-se que também ndo ha diferencas entre a porcentagem do peso da pata infectada em relacdo
ao peso corporeo (Figura 5A).

No Grupo 2 — Infec¢do Tardia, ndo ha diferencas na porcentagem do peso da pata
em relacdo ao peso corpéreo de animais infectados por L. (L.) amazonensis e coinfectados por
S. mansoni e L. (L.) amazonensis quando comparado ao grupo de animais nao infectados. Ao
comparar 0 grupo de animais coinfectados com a infec¢do controle por L. (L.) amazonensis,
nota-se que também ndo ha diferencas entre a porcentagem do peso da pata infectada em relacdo

ao peso corporeo (Figura 5B).
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Figura 5| Diferencas do peso da pata infectada e controle em relagdo ao peso corpéreo de camundongos
BALB/c. A e B| Média + SEM da porcentagem do peso da pata em relacdo ao peso corporeo de camundongos nao
infectados (n = 3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); coinfectados por S. mansoni e ap6s 15 dias
por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por S. mansoni e ap6s 45 dias por L. (L.)
amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish).
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3.2 Avaliacdo da Progressdo das Doencas

3.2.1 Esquistossomose
3.2.1.1 Numero de Vermes e Contagem de Ovos nas Fezes

O numero de ovos nas fezes foi quantificado semanalmente ap6s 45 dias de infeccdo
por S. mansoni nos Grupol — Infecgdo Inicial e Grupo 2 — Infeccdo Tardia. Ao término das
infeccdes, os vermes adultos foram recuperados apds perfusdo do sistema porta-hepatico e das
veias mesentéricas. O numero de ovos nas fezes e o nimero total de vermes, nimero de fémeas
e de machos sdo apresentados na Figura 6.

No Grupo 1 — Infeccdo Inicial, ndo ha diferencas entre o nimero de machos entre o
grupo de animais coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis e a infeccao controle por
S. mansoni. Porém, o numero total de vermes (p = 0,0125) e o numero de fémeas (p = 0,0024)
€ superior no grupo de animais infectados apenas por S. mansoni. A quantidade de ovos
eliminados por grama de fezes ap6s 45, 60 e 75 dias de infeccdo ndo apresentou diferencas entre
0 grupo de animais coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis quando comparado a
infeccdo controle por S. mansoni para os mesmos tempos de infeccao (Figura 6 A e C).

No Grupo 2 — Infecgdo Tardia, 0 nimero total de vermes (p = 0,0051), numero de
fémeas (p = 0,0033) e numero de machos (p = 0,0174) dos animais coinfectados por S. mansoni
e L. (L.) amazonensis é superior quando comparado a infeccdo controle por S. mansoni. A
guantidade de ovos eliminados por grama de fezes ap6s 45 de infec¢do ndo apresentou
diferencas entre o grupo de animais coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis quando
comparado a infecgdo controle por S. mansoni. Porém, ap6s 60 (p = 0,0235) e 75 (p = 0,0162)
dias de infeccdo, a quantidade de ovos eliminados por grama de fezes € superior no grupo de

animais infectados apenas por S. mansoni. (Figura 6 B e C).
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Figura 6| Infeccé@o por S. mansoni em camundongos BALB/c. A e B| Média = SEM do numero total de vermes,
namero de fémeas e numero de machos recuperados ap6s perfusdo do sistema porta-hepéatico e das veias
mesentéricas de camundongos infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por S. mansoni e apés 15
dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por S. mansoni e apds 45 dias por L. (L.)
amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). C e D| Média + SEM da quantidade de ovos por grama de fezes em de
camundongos infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados por S. mansoni e ap6s 15 dias por L. (L.)
amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por S. mansoni e ap6s 45 dias por L. (L.) amazonensis (n =
5) (Schisto(45)/Leish). *p<0,05; **p<0,01. (Student’s t-test)

3.2.2 Leishmaniose
3.2.2.1 Desenvolvimento das Lesdes Dérmicas
A Figura 7 apresenta a progressdo do tamanho da lesdo em camundongos
coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis e infectados apenas por L. (L.) amazonensis.
No Grupo 1 — Infeccdo Inicial, foi observado que os animais coinfectados
apresentaram menor inchaco quando comparados ao grupo controle de animais infectados
apenas por L. (L.) amazonensis. Porem, ndo ha diferenca estatisticamente significativa em

nenhuma semana até a eutanasia dos animais (Figura 7A).
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No Grupo 2 — Infeccdo Tardia, ndo houve diferencgas entre o tamanho da lesdo entre
0s grupos de animais coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis e infectados apenas

por L. (L.) amazonensis (Figura 7B).

>
o

Infecgdo Tardia

Infecgdo Inicial
1.25+ 1.25+

—&— Leish
--e-- Schisto(15)/Leish
--¢-- Schisto(15)/Leish

——i

Tamanho da Les3o (mm)
Tamanho da Lesdo (mm)

Semanas apds infecgdo por Leish
{Semanas ap6s infecgdo por Schisto}

Figura 7| Infecclo por L. (L.) amazonensis em camundongos BALB/c. A e B| Média = SEM do tamanho das
lesdes (mm) ao longo da infeccdo em camundongos infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish);
coinfectados por S. mansoni e apés 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por
S. mansoni e ap6s 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish).

Como a infeccédo por L. (L.) amazonensis em camundongo BALB/c normalmente
evolui do inchago no local da infeccéo para uma lesdo ulcerada, caracterizada como uma leséo
cutanea onde ha a ruptura do epitélio, de modo a haver exposicao de tecidos mais profundos e
com consequente perda de tecido, a medida da espessura da lesdo pode ser enganosa nos
periodos finais da infec¢do. Assim, outro critério utilizado para avaliar o desenvolvimento das
lesbes dérmicas foi 0 surgimento e 0 aumento das Ulceras.

Tanto no Grupo 1 — Infeccdo Inicial quanto no Grupo 2 — Infeccdo Tardia ndo foi
observado o desenvolvimento de lesbes ulceradas durante o periodo de infeccdo. Os aspectos

macroscopicos das lesdes sdo apresentados na Figura 8.
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Infeccdo Tardia

u

Leish Schisto(45)/Leish

Figura 8| Aspecto macroscopico da lesdo em camundongos BALB/c. A e B| Avaliacdo das lesdes em
camundongos infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); coinfectados por S. mansoni e ap6s 15 dias por
L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por S. mansoni e apds 45 dias por L. (L.)
amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). PI: pata infectada; PC: pata controle.
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3.2.2.2 Carga Parasitaria

A carga parasitaria foi estimada baseando-se na contagem de amastigotas no dia 0,
ou seja, no momento da extracdo da lesdo e na contagem ou positividade de promastigotas
vidveis apos 7 dias da cultura inicial da lesdo e de amostras de figado, baco e linfonodos
popliteos e é apresentada na Figura 9 e Tabelas 1 A e B.

No Grupo 1 — Infeccdo Inicial, ndo foram encontradas diferencas nas cargas
parasitarias isoladas das amostras de lesdo no dia 0 entre o grupo de animais coinfectados por
S. mansoni e L. (L.) amazonensis e infectados apenas por L. (L.) amazonensis. Porém, o nimero
de parasitos vidveis apds 7 dias de cultura foi superior (p = 0,0049) no grupo de animais
infectados apenas por L. (L.) amazonensis (Figura 9 A e B). Ndo foram encontrados
promastigotas nas culturas de amostras de figado e de linfonodos popliteos dos animais
infectados apenas por L. (L.) amazonensis e dos animais coinfectados por S. mansoni e L. (L.)
amazonensis. O mesmo resultado foi observado para as culturas de amostras de bago de animais
infectados apenas por L. (L.) amazonensis, porém, um dos seis animais coinfectados por S.
mansoni e L. (L.) amazonensis apresentou parasitos na cultura de amostras de baco (Tabela
1A).

No Grupo 2 — Infecgdo Tardia, ndo foram encontradas diferengas nas cargas
parasitarias isoladas das amostras de lesdo no dia 0 e no dia 7 entre o grupo de animais
coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis e infectados apenas por L. (L.) amazonensis
(Figura 9 A e B). Ndo foram encontrados promastigotas nas amostras de cultura de figado, baco
e linfonodo popliteo de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis e coinfectados por
S. mansoni e L. (L.) amazonensis (Tabela 1B).
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Figura 9] Quantificagdo de L. (L.) amazonensis em camundongos BALB/c. A e B| Média + SEM da carga
parasitaria por mg de tecido das amostras de lesdo no momento da extracdo da leséo (dia 0) e ap6s 7 dias de cultura
(dia 7) das amostras de camundongos infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); coinfectados por S.
mansoni e apds 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por S. mansoni e ap6s
45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish).

Tabela 2| Infec¢do por L. (L.) amazonensis em 6rgaos viscerais de camundongos BALB/c. A e B| Deteccédo de
parasitos no figado, baco e linfonodos de cada camundongo infectado por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish);
coinfectados por S. mansoni e apés 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por
S. mansoni e apds 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish) apds 7 dias de cultura. -: negativo;
+: positivo.

A

Grupo Animal Figado Baco Linfonodo

Schisto(15)/Leish

Grupo Animal Figado Baco Linfonodo

Schisto(45)/Leish
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3.3  Avaliacéo do Perfil de Producdo de Citocinas
Os niveis IL-1pB, IFN-y, TNF, IL-4, IL-6 e IL-10 foram dosados em por¢des do

figado e do bago de camundongos ndo infectados, infectados apenas por L. (L.) amazonensis,
infectados apenas por S. mansoni e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis e séo
apresentados como dosagem da citocina em ng/mg de proteinas totais. Cada ponto representa a

dosagem de um respectivo animal.

3.3.1 Citocinas Pro-Inflamatorias

3.3.1.1 IFN-y

No Grupo 1 — Infeccgdo Inicial, ndo ha diferencas nos niveis de IFN-y no figado e
no bago dos grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas
por S. mansoni e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis quando comparados aos
niveis de IFN-y no figado ¢ no baco do grupo de animais ndo infectados. O mesmo resultado
foi observado para os niveis de IFN-y no figado e no bago do grupo de animais coinfectados
quando comparado a cada uma das monoinfecc¢des (Figura 10 A e B).

No Grupo 2 — Infeccdo Tardia, ndo ha diferencas nos niveis de IFN-y no figado e
no baco dos grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas
por S. mansoni e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis quando comparados aos
niveis de IFN-y no figado ¢ no bago do grupo de animais ndo infectados. O mesmo resultado
foi observado para os niveis de IFN-y no figado e no bago do grupo de animais coinfectados

guando comparado a cada uma das monoinfeccdes (Figura 10 A e B).
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Figura 10| Perfil da producéo de IFN-y em tecidos. A| Niveis de IFN-y no figado de camundongos néo infectados
(n=23); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados
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por S. mansoni e ap6s 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por S. mansoni e
apos 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). B| Niveis de IFN-y no baco de camundongos néao
infectados (n = 3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto);
coinfectados por S. mansoni e ap6s 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por
S. mansoni e ap6s 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish).

3.3.1.2 TNF

No Grupo 1 — Infec¢éo Inicial, ndo ha diferencas nos niveis de TNF no figado e no
baco dos grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas por
S. mansoni e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis quando comparados aos niveis
de TNF no figado e no bago do grupo de animais ndo infectados. O mesmo resultado foi
observado para os niveis de TNF no figado e no baco do grupo de animais coinfectados quando
comparado a cada uma das monoinfecgdes. Nao houve detecgdo de TNF no baco de animais
infectados apenas por L. (L.) amazonensis (Figura 11 A e B).

No Grupo 2 — Infec¢do Tardia, ndo ha diferencas nos niveis de TNF no figado dos
grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis e infectados apenas por S. mansoni
quando comparados aos niveis de TNF no figado do grupo de animais nédo infectados, porém,
os niveis de TNF no figado de animais coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis foram
superiores (p = 0,0136) quando comparados aos niveis de TNF no figado do grupo de animais
ndo infectados. Os niveis de TNF no figado do grupo de animais infectados apenas por S.
mansoni sdo inferiores (p = 0,0144) quando comparados aos niveis de TNF no figado do grupo
de animais coinfectados (Figura 11A).

N&o ha diferencas nos niveis de TNF no baco dos grupos de animais infectados
apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas por S. mansoni e coinfectados por S. mansoni
e L. (L.) amazonensis quando comparados aos niveis de TNF no baco do grupo de animais ndo
infectados. O mesmo resultado foi observado para os niveis de TNF no baco do grupo de
animais coinfectados quando comparado a cada uma das monoinfec¢des. Ndo houve deteccédo

de TNF no baco de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis (Figura 11B).
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Figura 11| Perfil da producéo de TNF em tecidos. A| Niveis de TNF no figado de camundongos ndo infectados
(n=3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados
por S. mansoni e ap6s 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por S. mansoni e
apos 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). B| Niveis de TNF no bago de camundongos ndo
infectados (n = 3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto);
coinfectados por S. mansoni e apés 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por
S. mansoni e apos 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). *p<0,05. (Student’s t-test) ND: ndo
detectado.

3.3.1.3 IL-1p

No Grupo 1 — Infec¢do Inicial, ndo héa diferengas nos niveis de IL-1p no figado e
no bacgo dos grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas
por S. mansoni e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis quando comparados aos
niveis de IL-1p no figado e no baco do grupo de animais ndo infectados. O mesmo resultado
foi observado para os niveis de IL-1p no figado e no baco do grupo de animais coinfectados
quando comparado a cada uma das monoinfecgdes. (Figura 12 A e B).

No grupo 2 — Infeccdo Tardia, ndo ha diferencas nos niveis de IL-1p no figado dos
grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas por S. mansoni
e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis quando comparados aos niveis de IL-1
no figado do grupo de animais ndo infectados. O mesmo resultado foi observado para os niveis
de IL-1B no figado do grupo de animais coinfectados quando comparado a cada uma das
monoinfeccdes.

Os niveis de IL-1p no bago dos grupos de animais infectados apenas por L. (L.)
amazonensis (p = 0,0061), infectados apenas por S. mansoni (p = 0,0140) e coinfectados por S.
mansoni e L. (L.) amazonensis (p<0,0001) séo inferiores quando comparados aos niveis de IL-
1B no bago do grupo de animais ndo infectados. N&o ha diferencas nos niveis de IL-1 no bago

do grupo de animais coinfectados quando comparado a cada uma das monoinfeccdes.
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Figura 12| Perfil da producéo de IL-1f em tecidos. A| Niveis de IL-1p no figado de camundongos ndo infectados
(n=3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados
por S. mansoni e ap6s 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por S. mansoni e
apos 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). B| Niveis de IL-1p no ba¢o de camundongos néo
infectados (n = 3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto);
coinfectados por S. mansoni e apés 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por
S. mansoni e ap6s 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). **p<0,01; ****p<0,0001.
(Student’s t-test)

3.3.2 Citocinas Anti-Inflamatorias
3321 IL-4

No Grupo 1 — Infeccéo Inicial, ndo ha diferencas nos niveis de IL-4 no figado e no
baco dos grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas por
S. mansoni e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis quando comparados aos niveis
de IL-4 no figado e no baco do grupo de animais ndo infectados. O mesmo resultado foi
observado para os niveis de IL-4 no figado e no bago do grupo de animais coinfectados quando
comparado a cada uma das monoinfecgdes (Figura 13 A e B).

No Grupo 2 — Infeccdo Tardia, ndo ha diferencas nos niveis de IL-4 no figado dos
grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas por S. mansoni
e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis quando comparados aos niveis de I1L-4 no
figado do grupo de animais ndo infectados. O mesmo resultado foi observado para os niveis de
IL-4 no figado do grupo de animais coinfectados quando comparado a cada uma das
monoinfecgdes (Figura 13A).

Né&o héa diferencas nos niveis de IL-4 no baco do grupo de animais infectados apenas
por L. (L.) amazonensis quando comparados aos niveis de IL-4 no bago do grupo de animais
ndo infectados, porém, os niveis de IL-4 no bago dos grupos de animais infectados apenas por

S. mansoni (p = 0,0143) e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis (p = 0,0015) sdo
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inferiores quando comparados aos niveis de I1L-4 no baco do grupo de animais ndo infectados.
N&o h& diferengas nos niveis de IL-4 no bago do grupo de animais coinfectados quando

comparado a cada uma das monoinfeccdes (Figura 13B).
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Figura 13| Perfil da produgdo de IL-4 em tecidos. A| Niveis de IL-4 no figado de camundongos néo infectados
(n=3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados
por S. mansoni e ap6s 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por S. mansoni e
apos 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). B| Niveis de IL-4 no baco de camundongos nao
infectados (n = 3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto);
coinfectados por S. mansoni e ap6s 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por
S. mansoni e apos 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). *p<0,05; **p<0,01. (Student’s t-
test)

3.3.2.2 IL-6

No Grupo 1 — Infeccéo Inicial, ndo ha diferencas nos niveis de IL-6 no figado dos
grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas por S. mansoni
e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis quando comparados aos niveis de IL-6 no
figado do grupo de animais ndo infectados. O mesmo resultado foi observado para os niveis de
IL-6 no figado do grupo de animais coinfectados quando comparado a cada uma das
monoinfeccdes (Figura 14A).

N&o ha diferencas nos niveis de 1L-6 no baco do grupo de animais infectados apenas
por L. (L.) amazonensis quando comparados aos niveis de IL-6 no bago do grupo de animais
ndo infectados, porem, os niveis de IL-6 no bago dos grupos de animais infectados apenas por
S. mansoni (p = 0,0373) e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis (p = 0,0008) sdo
inferiores quando comparados aos niveis de IL-6 no bago do grupo de animais néo infectados.
N&o ha diferencas nos niveis de IL-6 no baco do grupo de animais coinfectados quando

comparado a cada uma das monoinfeccdes (Figura 14B).
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No Grupo 2 — Infeccdo Tardia, ndo ha diferengas nos niveis de IL-6 no figado dos
grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas por S. mansoni
e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis quando comparados aos niveis de IL-6 no
figado do grupo de animais nédo infectados. O mesmo resultado foi observado para os niveis de
IL-6 no figado do grupo de animais coinfectados quando comparado a cada uma das
monoinfecgdes (Figura 14A).

Né&o héa diferencas nos niveis de IL-6 no baco do grupo de animais infectados apenas
por L. (L.) amazonensis quando comparados aos niveis de IL-6 no baco do grupo de animais
ndo infectados, porém, os niveis de IL-6 no bago dos grupos de animais infectados apenas por
S. mansoni (p = 0,009) e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis (p<0,0001) sdo
inferiores quando comparados aos niveis de IL-6 no bago do grupo de animais ndo infectados.
N&o ha diferencas nos niveis de IL-6 no baco do grupo de animais coinfectados quando

comparado a cada uma das monoinfeccdes (Figura 14B).
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Figura 14| Perfil da produgdo de IL-6 em tecidos. A| Niveis de IL-6 no figado de camundongos néo infectados
(n=3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados
por S. mansoni e ap6s 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por S. mansoni e
apos 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). B| Niveis de IL-6 no bago de camundongos ndo
infectados (n = 3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto);
coinfectados por S. mansoni e apés 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por
S. mansoni e apds 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). *p<0,05; ***p<0,001;
****p<0,0001. (Student’s t-test)

3.3.2.3 IL-10
No Grupo 1 — Infecgéo Inicial, ndo ha diferengas nos niveis de 1L-10 no figado e
no bacgo dos grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis, infectados apenas
por S. mansoni e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis quando comparados aos

niveis de IL-10 no figado e no baco do grupo de animais ndo infectados. O mesmo resultado
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foi observado para os niveis de IL-10 no figado e no baco do grupo de animais coinfectados
quando comparado a cada uma das monoinfeccdes (Figura 15 A e B).

No Grupo 2 — Infeccdo Tardia, ndo ha diferencas nos niveis de IL-10 no figado dos
grupos de animais infectados apenas por L. (L.) amazonensis e coinfectados por S. mansoni e
L. (L.) amazonensis quando comparados aos niveis de IL-10 no figado do grupo de animais n&o
infectados, porém, os niveis de 1L-10 no figado do grupo de animais infectados apenas por S.
mansoni sao inferiores quando comparados aos niveis de IL-10 no figado do grupo de animais
ndo infectados (p = 0,0414) e aos niveis de IL-10 no figado do grupo de animais coinfectados
(p = 0,0253) (Figura 15A).

N&o ha diferencas nos niveis de 1L-10 no baco do grupo de animais infectados
apenas por L. (L.) amazonensis quando comparados aos niveis de IL-10 no figado do grupo de
animais ndo infectados, porém, os niveis de IL-10 no baco dos grupos de animais infectados
apenas por S. mansoni (p = 0,0206) e coinfectados por S. mansoni e L. (L.) amazonensis (p =
0,0023) séo inferiores quando comparados aos niveis de IL-10 no figado do grupo de animais
ndo infectados. Os niveis de IL-10 no baco do grupo de animais infectados apenas por L. (L.)
amazonensis sdo superiores (p = 0,0062) quando comparados aos niveis de IL-10 no baco do

grupo de animais coinfectados (Figura 15B).
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Figura 15| Perfil da producéo de IL-10 em tecidos. A| Niveis de IL-10 no figado de camundongos nao infectados
(n=23); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto); coinfectados
por S. mansoni e apds 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por S. mansoni e
apos 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). B| Niveis de IL-10 no baco de camundongos nao
infectados (n = 3); infectados por L. (L.) amazonensis (n = 3) (Leish); infectados por S. mansoni (n = 3) (Schisto);
coinfectados por S. mansoni e ap6s 15 dias por L. (L.) amazonensis (n = 6) (Schisto(15)/Leish) e coinfectados por
S. mansoni e apos 45 dias por L. (L.) amazonensis (n = 5) (Schisto(45)/Leish). *p<0,05; **p<0,01. (Student’s t-
test)
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4, Discussao

Para determinar o efeito de uma infeccdo pré-existente por S. mansoni em uma
infeccdo subsequente por L. (L.) amazonensis, os camundongos foram infectados por 70
cercérias utilizando-se a técnica de imerséo caudal. Essa dose de cercérias foi escolhida a fim
de produzir uma infecgdo que néo fosse letal na fase aguda, mas que resultasse em uma infecgéo
bissexuada, com a maturag@o de vermes machos e fémeas e consequente producédo de ovos.

Os camundongos foram coinfectados por L. (L.) amazonensis apdés 15 dias de
infecgdo por S. mansoni, periodo o qual é caracterizado como fase aguda da esquistossomose
com uma resposta imune do tipo Th e, ap6s 45 de infecgdo por S. mansoni, periodo o qual é
caracterizado como fase cronica da esquistossomose, ponto em que ha uma forte resposta imune
do tipo Th; estabelecida 2,

Ao final das infeccgdes, os vermes adultos foram recuperados por meio da perfusao
do figado e das veias mesentéricas. O numero total de vermes recuperados de animais
coinfectados foi comparado ao nimero total de vermes recuperados de animais infectados
apenas por S. mansoni, ambos 0s grupos com os mesmos tempos de infeccdo. No Grupo 1
(Infeccdo Inicial), o numero total de vermes foi superior no grupo de animais infectados apenas
por S. mansoni quando comparado ao numero total de vermes de animais coinfectados, porém,
0 numero de ovos eliminados nas fezes ndo apresentou diferencas entre os grupos. No Grupo 2
(Infeccdo Tardia), o resultado foi oposto. O numero de vermes recuperados no grupo de animais
infectados apenas por S. mansoni foi inferior a0 nimero de vermes recuperados de animais
coinfectados, no entanto, o nimero de ovos liberados nas fezes foi superior no grupo de animais
infectados apenas por S. mansoni. Tal resultado pode sugerir que a presenca da infec¢do por L.
(L.) amazonensis induz uma maior retencdo de ovos nos tecidos, sendo necessaria uma analise
histoldgica do figado e do bago para melhor avaliacdo da patologia, estrutura e composi¢édo dos
granulomas.

Estudos prévios de coinfeccdo por S. mansoni e espécies de Leishmania que
avaliaram os efeitos da infeccdo por L. (L.) major * e L. (L.) donovani > em uma infeccéo
prévia por S. mansoni, no entanto, ndo observaram diferencas no curso da esquistossomose
como observados nesse estudo. E sugestivo pensar que a espécie de Leishmania envolvida na
coinfeccdo pode vir a contribuir para as diferencas observadas.

N&o foram observadas diferencas no desenvolvimento das lesbes e nas cargas
parasitarias nos grupos de animais coinfectados e infectados apenas por L. (L.) amazonensis.

As lesdes tiveram um desenvolvimento homogéneo e regular ao longo da infeccdo, sem que
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houvesse o desenvolvimento de lesdes ulceradas, concluindo que, com base nesses parametros,
a infeccdo por S. mansoni ndo alterou significativamente o curso da infeccdo por L. (L.)
amazonensis tanto no intervalo de 15 dias quanto no intervalo de 45 dias entre as infecces.

Sabe-se que a esquistossomose € uma doenca que potencialmente causa morbidades
sistémicas incluindo a anemia, perda de peso e o desenvolvimento de extensa fibrose com
consequente hepatoesplenomegalia 2%, Dessa forma, monitorar e avaliar os pesos dos animais
ao longo da infeccdo e os pesos dos 6rgaos acometidos pela esquistossomose e leishmaniose,
tornaram-se parametros de caracterizacdo importantes para avaliar a progressdo das doencas.

H& uma tendéncia de crescimento natural e homogéneo dos animais ao longo das
semanas, porém, em ambos os intervalos de tempo entre as coinfec¢des, nota-se um padrdo de
gueda da porcentagem de crescimento do peso corpdreo nos grupos de animais infectados por
S. mansoni ap6és 5 semanas de infeccdo por S. mansoni. No Grupo 1 (Infeccdo Inicial) a
porcentagem de crescimento do grupo de animais coinfectados se manteve progressiva, mesmo
apos a infeccdo por S. mansoni e, no Grupo 2 (Infeccdo Tardia), ha uma queda na porcentagem
de crescimento no grupo de animais coinfectados ap6s a 5 semana de infeccdo por S. mansoni
porém o crescimento é reestabelecido nas semanas seguinte. Vale ressaltar que a
esquistossomose &€ uma doenca potencial fatal e que sintomas como ascite e hematémese
decorrentes de complicagdes da hipertensio portal podem levar rapidamente & morte 12, Apesar
dos esforgos e intenso monitoramento dos animais, um animal infectado por S. mansoni e um
animal coinfectado néo resistiram a infeccédo até o tempo final proposto.

Considerando que o aumento dos 6rgéos influencia o peso total dos camundongos,
e que o aumento dos pesos do figado e do baco sdo extremamente relevantes na patogenia da
esquistossomose, da mesma forma que o aumento da pata infectada pode evoluir até um inchaco
significativo, avaliamos o peso total dos camundongos subtraindo o peso desses dois 6rgéos e
da pata esquerda, a fim de visualizar a real perda de peso e caquexia, evidentes como sinal
clinico apresentado pelos animais ao longo da infeccdo. No Grupo 1 (Infeccéo Inicial), a Gnica
diferenca encontrada foi no peso dos animas infectados apenas por S. mansoni, que foi inferior
ao grupo de animais ndo infectados e coinfectados, evidenciando que a presencga da L. (L.)
amazonensis, nesse caso, pareceu diminuir a severidade dos aspectos clinicos esperados durante
a esquistossomose. No Grupo 2 (Infeccéo Tardia), entretanto, o grupo de animais coinfectados
apresentou a maior reducdo do peso apds subtracdo de 6rgdos acometidos evidenciando que a
presenca dos dois parasitos tem um impacto negativo significativo no aspecto fisico dos
animais. Seguindo esse mesmo padrdo, os pesos do figado e bago foram superiores no grupo de

animais infectados apenas por S. mansoni comparados ao grupo de animais ndo infectados e
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coinfectados no Grupo 1 (Infecgéo Inicial), sugerindo que a L. (L.) amazonensis modulou o
curso da infeccdo e diminuiu a severidade da infecgdo por S. mansoni. No Grupo 2 (Infecgéo
Tardia), os pesos do figado e baco do grupo de animais coinfectados foi superior aos pesos do
figado e baco de animais ndo infectados porém nédo apresentaram diferencas comparado aos
pesos do figado e bago de animais coinfectados, sugerindo que, para esse intervalo de tempo
entre as infeccdes, a infecgédo por L. (L.) amazonensis ndo modulou a coinfeccao.

O perfil de producdo de citocinas no figado e no bago foi avaliado ao final das
infeccdes e, no Grupo 1 (Infeccdo Inicial), ndo parece haver modulacéo da resposta imune por
parte de um dos parasitos uma vez que ndo ha diferencas nas dosagens de IFN-y, TNF, IL-1p,
IL-4 IL-6 e IL-10 no figado e no bago entre o grupos de animais.

Ja no Grupo 2 (Infecgdo Tardia), os niveis de IFN-y, IL-1p, IL-4 e IL-6 no figado
ndo apresentam diferencas entre os grupos, mas os niveis de TNF e IL-10 parecem ser
modulados pela infecgdo por L. (L.) amazonensis. Os niveis de IFN-y, TNF, IL-1f, IL-4 IL-6
no baco ndo apresentam diferencas entre os grupos e o nivel de IL-10 € modulado pela infec¢do
por S. mansoni.

Os resultados avaliados indicam que o intervalo de tempo entre as coinfeccles é
determinante para os efeitos de uma infecgé@o na outra. Nos estudos de coinfecgéo apresentados
por Abruzzi e Fried 1!, a infecgdo prévia por S. mansoni muitas vezes tem efeito sobre a infeccéo
subsequente por protozoarios, onde aumentam ou diminuem a severidade da infeccdo
subsequente. Neste estudo, os maiores efeitos da coinfec¢do foram encontrados na infeccédo
prévia e ndo na subsequente e com resultados antagbnicos entre os dois intervalos de tempo.

No Grupo 1 (Infeccdo Inicial), a infeccdo subsequente por L. (L.) amazonensis
pareceu diminuir a severidade da esquistossomose, com reducdo no numero de vermes,
manutencdo do peso corporeo e sem o0 aumento dos pesos do figado e bago, aspectos clinicos
esperados da esquistossomose 123, Ja no Grupo 2 (Infecgéo Inicial), a infeccdo subsequente por
L. (L.) amazonensis pareceu aumentar a severidade da esquistossomose, apresentando um maior
namero de vermes, queda do peso corpdreo e caquexia e aumento dos pesos do figado e do
baco.

A parasitologia contempla ndo apenas as interacfes entre espécies, mas também
destas com o ambiente (que pode ser o proprio hospedeiro), logo, seu viés ecoldgico é
indissociavel 3. Porém, o fendmeno parasitismo ainda recebe um enfoque tradicional,
antropocéntrico e militarista no qual um ou mais organismos necessariamente causam danos ao
hospedeiro. Lenzi e Vannier-Santos #, no entanto, nos trazem uma visdo alternativa a essas

ideias convencionais, oferecendo uma abordagem ecoldgica da coabitacdo parasito-hospedeiro
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a qual sugere que o termo coabitante é mais preciso que o termo parasito porque é cada vez
mais claro que todo ser vivo compde um sistema adaptativo que flui em uma dindmica continua
de trocas onde é dificil mensurar os ganhos e perdas dos respectivos parceiros.

Tal abordagem pode ser estendida, dentro do contexto deste trabalho, para
descrever a relacdo entre parasitos coexistindo e vivendo juntos. Relagdes estas que podem ir
desde o aumento até a supressdo de um ou de ambos 0s agentes infecciosos e do consequente
aumento ou melhoria da patologia, proposto neste trabalho como coinfeccdo; ou também néo
sofrerem alteracéo alguma, proposto neste trabalho como coabitacao.

Isso significa que a natureza de qualquer infeccdo parasitaria especifica em um
hospedeiro infectado concomitantemente a outro agente infeccioso pode ser muito diferente de
uma infeccdo causada pelo mesmo parasito em um hospedeiro ndo infectado por outro
patdgeno, e que isso pode gerar diversas implicacfes em aspectos epidemioldgicos, clinicos das
doencas humanas e veterinarias, no desenvolvimento de vacinas 1 e no uso da quimioterapia.

O objetivo deste estudo foi entdo fornecer algumas indicacGes sobre a variedade de
interacdes que ocorrem quando um hospedeiro € infectado por mais de um agente infeccioso,
no caso, dois agentes causadores de doencas endémicas no territdrio brasileiro que ja tem sido
reportadas ocorrendo simultaneamente %849 e fortalecer a ideia proposta por Cox ° de que as
infeccdes concomitantes, apesar de ainda receberem pouca atencéo, talvez sejam a regra e néo
a excecdo e por isso a importancia de compreender essas interagdes e as consequéncias que elas

geram em seus hospedeiros.
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Conclusoes

Os achados descritos neste trabalho permitem concluir que quando a infeccéo
prévia por L. (L.) amazonensis é seguida da infeccdo por S. mansoni, 0os parametros de
progresséo da leishmaniose sofrem alteracbes em comparagéo aos resultados mostrados para o
grupo controle da infecgdo por L. (L.) amazonensis, enquanto a infeccdo subsequente por S.
mansoni nao apresenta diferencas em relacdo ao grupo controle da infeccdo por S. mansoni em
ambos os intervalos de tempo entre as infec¢cdes. Dessa forma, como proposto neste trabalho, a
interacdo entre L. (L.) amazonensis e S. mansoni € caracterizada como coinfec¢ao por apresentar
alteragGes no curso de uma das infecgdes.

Quando a ordem das infeccdes é alterada e a infeccdo por S. mansoni € seguida da
infeccdo por L. (L.) amazonensis os resultados sao dependentes do intervalo de tempo entre as
infecgBes, sendo que: no intervalo de 15 dias entre as infeccGes ha uma notavel modulagdo
induzida por L. (L.) amazonensis e, no intervalo de 45 dias entre as infec¢Ges, a modulagéo é
induzida por S. mansoni. A interacdo entre S. mansoni e L. (L.) amazonensis é caracterizada

como coinfeccdo por apresentar alteracdes no curso de uma das infecces.
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