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RESUMO

As leishmanioses sdo endémicas em varias regiées do mundo, sendo consideradas um grande
problema de saude publica. Nesse contexto, a infeccdo mista por diferentes espécies de
Leishmania em um mesmo individuo, especialmente em areas de sobreposicdo de espécies de
Leishmaniose Tegumentar Americana e Leishmaniose Visceral, pode ser mais prevalente do
que previamente relatado, podendo afetar o curso clinico, o diagndstico e o tratamento da
doenca. Nesta pesquisa, foi realizada uma revisdo de literatura sobre o panorama da infeccéo
mista, apresentada como capitulo 1, que teve como objetivo identificar os trabalhos ja
realizados com essa tematica. Foram identificados muitos relatos de casos e escassez de
trabalhos experimentais. Mas os resultados dos estudos revelaram, que em um meio
compartilhado, as espécies distintas podem apresentar comportamentos diferenciados e
comprometer o curso da infeccdo. No capitulo 2, o trabalho realizado, que teve como
objetivo, avaliar a resposta imune e o comportamento dos parasitos na infeccdo mista por
Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi. Para isso, 0os macréfagos (RAW 264.7) foram
infectados por L. amazonensis e L. chagasi, por 24 e 48 horas, seguido da avaliacdo da taxa
de infeccdo, producdo de oxido nitrico, peréxido de hidrogénio, producdo de citocinas
inflamatdrias, além da analise morfométrica dos vacuolos parasit6foros. Os resultados iniciais
relacionados a taxa de infecgdo mostraram uma sobreposi¢do da L. chagasi na infecgdo mista,
sugerindo a ocorréncia de uma proliferacdo desigual e uma competicdo. Em relacéo a
producdo de peroxido de hidrogénio, o grupo de infeccdo mista demonstrou uma producdo
semelhante a observada na infeccdo Unica por L. chagasi, podendo esta espécie estar
influenciando a producédo desse reativo na infec¢do mista. Ja a producédo de citocina TNF-a,
na infecgdo mista foi semelhante a observada na infeccdo Unica por L. amazonensis, por isso
acredita-se que a presenca dessa espécie pode ser relevante para a producdo dessa citocina, no
meio compartilhado. A quimiocina MCP-1, foi um parametro que ndo apresentou diferenca
entre 0s grupos, mesmo estando ligada ao recrutamento de mondcitos e ao aumento do
nimero de macréfagos no decorrer da infeccdo Unica e mista. Avaliada a quantidade de
vacuolo parasitéforo, foi observada no tempo de 48h uma quantidade menor dessas estruturas
no grupo de infeccdo mista, resultado que pode estar relacionado a estratégia de
compartilhamento de vacuolos pelos parasitos, ja analisada em outros estudos com outras
espécies. Em relagdo a rea do vacuolo, foi notado um aumento da extensdo apenas no grupo
de infeccdo Unica por L. chagasi, no tempo de 48h. Tendo em vista os resultados, foi possivel
observar que em um ambiente compartilhado, a influéncia das espécies acontece de forma
diferenciada, havendo alteracdo no comportamento dos vacutolos e atuacéo da citocina TNF-a.
podendo favorecer o estabelecimento do protozoario no hospedeiro e comprometer o curso
clinico da infeccéo.

Palavra-chave:leishmaniose, Infeccdo concomitante, perfil imunoldgico



ABSTRACT

Leishmaniasis is endemic in several regions of the world, being considered a major public
health problem. In this context, mixed infection by different Leishmania species in the same
individual, especially in areas of overlapping LTA and LV species, may be more prevalent
than previously reported, affecting the clinical course, diagnosis and treatment of the disease.
In this research, a review was carried out on the panorama of mixed infection, presented as
chapter 1, which aimed to identify the work already carried out on this topic. Many case
reports and a scarcity of experimental works were identified. But the results of the studies
revealed that in a shared environment, different species can show different behaviors and
compromise the course of the infection. In chapter 2, the work carried out, which aimed to
evaluate the immune response and behavior of parasites in mixed infection by Leishmania
amazonensis and Leishmania chagasi. For this, the macrophages were infected by L.
amazonensis and L. chagasi, at times of 24 and 48 hours, then the infection rate, production of
nitric oxide, hydrogen peroxide, production of inflammatory cytokines, in addition to the
morphometric analysis were evaluated. of the parasitophorous vacuoles. The initial results
related to the infection rate showed an overlap of L. chagasi in the mixed infection,
suggesting the occurrence of an uneven proliferation and competition. Regarding the
production of hydrogen peroxide, the mixed infection group showed a production similar to
that seen in the single infection by L. chagasi, and this species may be influencing the
production of this reactive in the mixed infection. The production of cytokine TNF-a in the
mixed infection was similar to that observed in the single infection by L. amazonensis, so it is
believed that the presence of this species may be relevant for the production of this cytokine
in the shared environment. The MCP-1 chemokine was a parameter that showed no difference
between the groups, even though it is an important chemokine linked to the recruitment of
monocytes and the increase in the number of macrophages during the single and mixed
infection. After evaluating the amount of parasitophorous vacuoles, a smaller amount of these
structures in the mixed infection group was observed within 48 hours, a result that may be
related to the strategy of sharing vacuoles by the parasites, which has already been analyzed
in other studies with other species. Regarding the area of the vacuole, an increase in extension
was noted only in the group with single infection by L. chagasi, within 48 hours. In view of
the results, it was possible to observe that in a shared environment, the influence of species
occurs differently, with changes in the behavior of vacuoles and the action of the cytokine
TNF-a, which may favor the establishment of the protozoan in the host and compromise the
clinical course of infection

Keyword: Leishmaniasis, Concomitant infection, immunological profile
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1. INTRODUCAO GERAL
A leishmaniose é uma doenca endémica em varias regides do Brasil. Sua amplitude no

pais se da, pelo avango urbano sobre as areas de florestas e habitat natural do vetor. E causada
por parasitos do género Leishmania e sua transmissdo ocorre através de um inseto,
denominado flebotomineo, pertencente, por exemplo, ao género Lutzomyia. Essa infec¢do tem
grande impacto na saude publica, com mais de 88 espécies causando as formas clinicas
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e a Leishmaniose Visceral (LV)
(GUIMARAES-E-SILVA et. al, 2017; BRASIL, 2018; WHO, 2019).

A variedade de espécies que causam essa doenca, implica em grandes desafios como: as
apresentacdes de clinicas atipicas, resisténcias aos medicamentos e as novas competéncias dos
vetores, impactando e dificultando o controle da infeccdo (SHIRIAN et. al., 2014;
CHIOCCOLA, 2015; SILVA et. al., 2018).

Esses comportamentos desafiadores, podem estar associados a uma infeccdo simultanea
de um hospedeiro por dois ou mais patdgenos (NOWAK, 1995, CHAGAS et al, 2018). E essa
caracteristica de infec¢do na leishmaniose pode estar ocorrendo com mais frequéncia do que
previamente relatado.

A epidemiologia das infec¢bes na sua forma Unica, ja é bem conhecida, entretanto casos
de infeccbes por mais de uma espécie de Leishmania apresentam baixas notificacdes, e é
possivel que esta dificuldade esteja associada a auséncia, muitas vezes, da identificagdo das
espécies nos diagnésticos para casos dessa natureza (KHANJANI, 2018; CHAGAS, 2018).

Estudos e investigacdes que proporcionem uma melhor compreensdo do comportamento
das espécies de Leishmania, se faz necessario, objetivando um melhor controle da doenca.
Portanto, esse trabalho apresenta uma revisdo sistematica, acerca da infeccdo mista causada
por duas ou mais espécies do género Leishmania (capitulo 1). E uma investigacdo
experimental in vitro sobre o comportamento dos parasitos e sobre a resposta imune de

macrdfagos infectados por Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi (capitulo 2).
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Epidemiologia
As leishmanioses s&o um conjunto de doencas infecciosas presentes em todo mundo,

com grande nimero de casos, causando desde lesGes cuténeas até infecgdes viscerais mais
graves. Algumas infec¢bes quando ndo tratadas podem levar a obito, a exemplo, a
Leishmaniose Visceral (LV). E em outros casos podem ser auto cicatrizantes, como a
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) (WHO, 2019).

O aumento dos casos de leishmaniose estd muito ligado a mudangas ambientais,
como desmatamento, construcdo de barragens e urbanizacdo. Segundo a Organizacdo
Mundial da Salde, estima-se que cerca de 700.000 a 1 milhdo de novos casos e 26.000 a
65.000 mortes ocorram anualmente (WHO, 2019).

A auséncia de recursos, de acesso a salde, a desnutricdo, a falta de gerenciamento de
residuos e o aumento das viagens, sdo outros fatores relacionados ao favorecimento da
expansdo da doenca, que tem levado ao crescimento do nimero de casos de leishmaniose em
regides ndo endémicas (FIELD V. et al., 2010; WHO, 2017). Valendo ressaltar que o sistema
biol6gico da infeccdo envolve o parasito, o inseto vetor e diferentes hospedeiros vertebrados,
0 que dificulta ainda mais o controle da doenca (LESSA, et al. 2019).

No Brasil, a infeccdo é bem prevalente, principalmente na regido nordeste. A doenca
esta presente em 23 estados e nas 5 RegiBes brasileiras, com 64,8% dos casos acometendo
individuos do sexo masculino, 40,9% ocorrendo em criancas de 0-9 anos e 7,8% a 8,8% de
letalidade, demonstrando como a morbidade da infecgéo éalta no pais (WHO, 2018).

A LTA, é a forma mais comum de leishmaniose e estima-se que 431 milhdes de
pessoas vivam em areas endémicas. Nas Ameéricas, no periodo de 2001 a 2017, um total de
940.396 casos novos de leishmaniose cutanea (LC) e mucosa (LM) foram reportados por 17
dos 18 paises endémicos, com uma média anual de 55.317, sendo o Brasil responsavel por
72,6% desses casos (Organizacdo Pan-Americana de Saude, 2019). A Argélia, foi o pais com
0 maior namero, totalizando sozinho 146.556, que corresponde a 74% dos casos. Afeganistéo,
Argélia, Brasil, Colémbia, Iémen, Iraque, Marrocos, Peru, Replblica Arabe da Siria,
Republica Islamica do Ird, Suddo e Tunisia apresentam 90% dos casos de LC em todo o
mundo (WHO, 2018) (Figura 1).

A epidemiologia da LC na regido das Ameéricas é complexa, com variacdo intra e

interespecifica nos ciclos de transmissdo, com numero variado de hospedeiros, vetores e com
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multiplas espécies circulantes de Leishmania na mesma area geografica, influenciando as

manifestagdes clinicas e a resposta a terapia (COSTA, 2018).

Number of new CL cases reported, 2018

W 5000

B 1000 - 4999

B 100 - 999 [""] No autochtonous cases reported
| <100 [ No data

0 [ Not applicable

Figura 1. Distribuicio mundial de casos de Leishmaniose Cutinea: Mapa Mundi representando os paises
em cores de acordo com o nimero de casos clinicos Fonte: (Adaptado) WHO, 2018

A LV ¢ caracterizada pela evolug@o cronica e envolvimento sistémico, que chega a ser
potencialmente fatal para o homem, quando ndo tratada adequadamente (GONTIJO e MELO,
2004). Com grande distribui¢@o, a ocorréncia da doenga em uma determinada area depende
basicamente da presenga do vetor suscetivel e de um hospedeiro/reservatorio igualmente
suscetivel (GONTIJO e MELO, 2004). Na area urbana, o cdo € a principal fonte de infeccdo e
no meio silvestre, as raposas e os gambas sdo alguns exemplos de reservatorios (BRASIL,
2018; LESSA, et. al., 2019).

No Brasil, a LV ¢é considerada uma doenga em expansdo, pois até o ano de 1980 sua
ocorréncia era exclusivamente em municipios da regido Nordeste, mas atualmente todas as
regides do pais confirmam casos anualmente. No periodo de 2003 a 2018, foram confirmados
mais de 51 mil casos em humanos, com incidéncia média de 1,7 (variando de 1,4 a 2,1)
casos/100 mil habitantes e letalidade de 7,2% (Figura 2) (OMS, 2018; BRASIL, 2018).

No Maranhao, estado com grande endemia para as duas formas clinicas da doenga, é

observado uma quantidade expressiva de casos na regido oeste, com o clima e a vegetacdo
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contribuindo para a diversidade de espécies de vetores e reservatorios. Nos ultimos anos,
houve uma diminuicdo da LTA em alguns municipios, porém ocorreu o aparecimento de
novos casos em areas antes ndo encontradas. Assim como a LV que vem crescendo na forma
de coinfeccdo com o HIV, com muitos casos acometendo individuos da zona rural (RABELO
et al, 2010; RABELO ef al. 2015; GUIMARAES-E-SILVA ef al. 2017; ALENCAR E
FIGUEIREDQ, 2018).

Number of new VL cases reported, 2018

Il >1000

Il 500 - 999

B 100 - 499 [ No autochtonous cases reported
] <100 [] No data

I o | Not applicable

Figura 2. Distribuicio mundial de casos de Leishmaniose Visceral: Mapa Mundi representando os
paises em cores de acordo com o niimero de casos clinicos (Adaptado). Fonte: WHO, 2018

2.2 Formas clinicas da Leishmaniose
Em relagdo as manifestacdes clinicas, a diversidade esta relacionada as distintas

caracteristicas bioldgicas das espécies que compdem o género Leishmania, em conjunto com
as caracteristicas do hospedeiro. Valendo ressaltar que existem ainda formas subclinicas da
doenca, que na auséncia de sinais clinicos, podem ser erroneamente diagnosticados (MIR F. ef
al., 2012; LEE,2016).

A LTA, ¢ causada pelas espécies Leishmania (Vianna.) braziliensis, Leishmania
(Vianna.) — guyanesis, Leishmania. (Vianna.) lainsoni, Leishmania. (Leishmania.)
amazonensis, Leishmania (Leishmania.) mexicana. E o desenvolvimento dos sintomas

clinicos inicia a partir do surgimento de lesdes em forma de papula no local da hematofagia
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pelo vetor, aparecendo em partes expostas do corpo, podendo apresentar mais de uma leséo,
com desenvolvimento ou ndo de Ulceras na pele (VERMAET, 2012; KHANJANI, 2018). A
cutdnea difusa, estd associada na maioria das vezes a infec¢do por L. mexicana e L.
amazonensis. E as lesdes na mucosa geralmente ocorrem com ampla distribuicdo de nédulos,
papulas, méculas e infiltracdo difusa na superficie da pele, da face e dos membros
(VERMAET, 2012). A imunossupressdo associada a leishmaniose cutanea difusa causada por
outras espécies de Leishmania, pode ocorrer em pacientes coinfectados com HIV. A
mucocutanea é causada principalmente pela L. brasiliensis, com incidéncia de 1 a 10% dos
pacientes infectados. Inicialmente a manifestacdo dessa forma clinica ocorre com uma leséo e
posterior aparecimentode sintomas como eritemas e ulceragGes nas narinas, seguido de uma
grave inflamacdo, que pode se espalhar para a faringe e laringe (KHANJANI, 2018).

Provavelmente, a diversidade de manifestacdes clinicas na LTA e suas formas de
progressdo, estdo relacionadas ao numero de espécies e aos perfis de resposta diferenciados
que elas podem desenvolver (KHANJANI, 2018).

Jaa LV, nas Américas, é causada por Leishmania L. (L.) donovani, L. (L.) chagasi
e tem como hospedeiros os cdes, animais silvestres e os seres humanos. E caracterizada em
sua forma tipica por febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia e linfadenopatia, associada a
achados laboratoriais incluindo pancitopenia, leucopenia, hipergamaglobulinemia e
hipoalbuminemia, com intenso e difundido parasitismo em ¢érgdos como figado, baco e
medula éssea (WHO, 2018).

O aumento exponencial de 150 milhGes de pessoas vivendo em areas de risco,
indica a expansédo da rea de abrangéncia da doenca (LV e LTA), que quando foi associada ao
aumento significativo no nimero de casos, passou a ser considerada pela Organizacdo
Mundial da Saude, uma das prioridades dentre as doencas tropicais. Embora existam métodos
de diagndstico e tratamento especificos, grande parte da populacdo ndo tem acesso a estes
procedimentos, elevando os indices de mortalidade (REIS, 2019).

Além do controle epidemioldgico da infeccdo, os desafios da vigilancia tem sido
garantir o diagnostico eficaz e a realizacdo de manejo terapéutico adequado, para reduzir
sequelas provocadas pela doenca e os @bitos relacionados ao tratamento. O tratamento é
realizado utilizando os farmacos de primeira escolha, os antimoniais pentavalentes que, no
Brasil, sdo representados pelo Antimoniato de N-metilglucamina ou Glucantime, feito em
doses diarias, intramusculares ou venosas, por 20 a 30 dias. E o de segunda escolha, a
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anfotericina B e a pentamidina. Em 2016, a OMS ampliou os critérios de uso de anfotericina
B lipossomal, incluindo pacientes maiores de 50 anos, além de incorporar a técnica
intralesional, que consiste na administracdo do medicamento antimoniato de meglumina
direto na lesdo, reduzindo o risco de toxicidade (AULTON E TAYLOR, 2016; OMS/OPAS,
2019).

2.3. Ciclo e transmissao
Outro ponto importante quando se fala no controle da infeccdo é a transmissdo. As

leishmanioses sdo causadas por protozoarios do género Leishmania (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae), transmitida através do repasto sanguineo de insetos fémea, denominados
flebotomineos, pertencentes a Ordem Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia
Phlebotominae, Género Lutzomyia, conhecidos popularmente, dependendo da localizagéo
geografica, como mosquito-palha, tatuquira, birigui, entre outros (Figura 3) (WHO, 2019).

Nas Américas a principal espécie transmissora é Lutzomyia longipalpis, entretanto, as
espécies Lutzomyia flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. umbratilis, Lu. intermedia, Lu.
wellcomei e Lu. migonei, tém se mostrado importantes vetores. No Brasil, a distribuigéo
geografica de L. longipalpis é ampla e parece estar em expansdo, pois é encontrada em quatro
das cinco regides geograficas: nordeste, norte, sudeste e centro-oeste (REBELO JMM et. al.,
2010; GUIMARAES-E-SILVA et. al, 2017: BRASIL. 2018)

A - B

Figura 3. Imagens do Vetor e Parasito da Leishmaniose. Leishmania spp (A); Lutzomyia longipalpis (B).
Fonte: School of Tropical Medicine, PLoS Pathogens Issue Image 2009; Look For Diagnosis.

O ciclo se inicia (fase extracelular), quando a fémea do flebotomineo realiza a

hematofagia no hospedeiro infectado e ingere mondcitos com as formas amastigotas. Em seu
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trato digestivo ocorre a liberagdo do parasito que se aloja em partes do intestino médio (Figura
4) (SILVA, 2018).

No intestino, acontece um processo denominado metaciclogénese, onde as formas
atingem um estado infectivo (SILVA et. al., 2018). Ocorrem altera¢Ges nos constituintes da
membrana (exemplo molécula lipofosfoglicano (LPG)) da promastigota e na acdo da
glicoproteina (GP63), havendo uma transformacdo da leishmania em varios estidgios nao
infecciosos (promastigotas prociclica, nectomonada, leptomonada e haptomonada) até ela
atingir a forma promastigota metaciclica (forma infectante), com o papel de replicar e
colonizar o flebotomineo. Também ocorre a formacdo de um tampéo bioldgico de parasitos,
que bloqueia o intestino anterior e modifica 0 comportamento alimentar do vetor. Para fazer
isso, eles secretam proteofosfoglicano filamentoso (fPPG), que se mistura com a saliva (gel
secretério promastigote (PSG)), forcando o flebotomineo a regurgitar parasitos durante a
hematofagia (GIRAUD, 2019).
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Figura 4. Ciclo de vida de Leishmania spp. O vetor ingere as formas amastigotas do hospedeiro infectado,
onde as leishmanias se diferenciam em promastigotas prociclicas. Elas se multiplicam e passam pela
metociclogénese, se transformam em promastigotas metaciclicas e sdo inoculadas no hospedeiro humano no
momento da hematofagia. As leishmanias metaciclicas sdo reconhecidas pela célula do sistema fagocitario
mononuclear, que fagocitam o parasito. No interior da célula é formado o fagolisossomo, onde as leishmanias se
diferenciam em amastigota (forma intracelular replicante) e se multiplicam ao passo que rompem a célula
infectada, infectando novas células recomecando o ciclo novamente. Fonte: adaptado de KAYE & SCOTT,
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As formas de Leishmania metaciclicas e as prociclicas sdo encontradas em culturas de
celulas livres, no qual as prociclicas se proliferam e se diferenciam em metaciclicas, sendo
estas mais abundantes na fase estaciondria da cultura. Durante esse processo, uma variedade
de genes apresenta diferentes expressdes de padrbes, que acabam codificando fatores
virulentos (RAMOS et al., 2011; ANVERSA, 2018). O parasito assume duas formas, a forma
promastigota (com flagelo) presente no ciclo extracelular e a forma amastigota (flagelo
modificado) presente no ciclo intracelular no interior dos macrofagos (Figura 5). As formas
promastigotas metaciclicas sdo regurgitadas durante o repasto e ap6s um periodo de quatro a
oito horas, sdo internalizadas por macrofagos e neutréfilos do hospedeiro.
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Figura 5. Representacdo esquematica da Leishmania spp. Nas fases extracelular e intracelular(A)
forma promastigota, (B) forma amastigota de Leishmania spp. Adaptado de Teixeira et al., 2013.

Quando entram em contato com o organismo do hospedeiro, podem ser fagocitadas ou
podem burlar a resposta microbicida do macréfago se multiplicando até ocupar grande parte
do citoplasma, rompendo a membrana dessa célula e invadindo outros macr6fagos e outras
celulas do sistema imune (KAYE & SCOTT, 2011; ANVERSA, 2018).

2.4. Resposta imune as Leishmanioses
Os padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPS), através de receptores de

reconhecimento padrdo (PRRS), que estdo presentes, principalmente, nas células da imunidade
inata, podendo destacar os do tipo Toll (toll-like receptor, TLRS), que possuem uma gama de
receptores (do TLR-1 ao 10), ddo inicio a resposta imune no hospedeiro. Esse reconhecimento

tem o papel fundamental no inicio da resposta imnue aos antigenos microbianos diversos,
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gerando um controle e promovendo a prote¢do do organismo (MIYAKE, 2007; OUALHA et.
al, 2019).

A resposta imune contra a leishmaniose é mediada por célula. Ap6s o repasto
sanguineo, o vetor inocula o parasito na pele e posteriormente sdo fagocitados pelas células.
As formas promastigotas metaciclicas sdo reconhecidas pelos neutréfilos ou
polimorfonucleares (PNMs), que séo as primeiras células a chegarem no sitio da infeccéo.
Com fungéo protetora, elas realizam a fagocitose, liberam os granulos eo DNA em redes
extracelulares (NETSs) (Figura 6), além de secretarem o TNF-o, citocina importante no cone
da infecgdo, induzindo inclusive a destruicdo do parasito em macréfagos (CARNEIRO et. al,
2018).

Parasite
killing

Neutrophil

Promastigote

Infected Parasite killing
macrophage

Figura 6. Resposta dos neutrdéfilos na leishmaniose: Logo ap6s a infeccdo, os neutréfilos podem liberar
armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS) e neutralizar e matar as promastigotas. Assim como ativar
macrdfagos infectados e induzir o controle do parasito de uma maneira dependente de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Fonte: SCOT et al. 2016.

O processo de fagocitose pelos neutréfilos é eficiente apés a opsonizagdo dos
microrganismos com proteinas do sistema complemento (SC), tais como as moléculas C3b e
C3bi. Os microrganismos opsonizados por C3 sdo reconhecidos por receptores de moléculas
heterodimeras (CR1 e CR3), que estdo na superficie do neutrofilo. Apos a fagocitose ocorre a
ativacdo de diferentes mecanismos microbicidas dos neutréfilos, ja citados, além da producéo

de espécies reativas de oxigénio (ROS) (KEESEN et. al., 2011; SCOTT; NOVAIS, 2016).
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O SC é ativado pela via alternativa e pela via classica, para que haja 0 aumento na
fagocitose. Inicialmente sdo estimuladasas cascatas proteoliticas com liberacdo de C3a,
havendo a formacdo do complexo de ataque a membrana (MAC), responsavel pela morte da
leishmania. Valendo ressaltar que algumas promastigotas sdo resistentes a acdo litica do
complemento, apresentando uma barreira de protecdo contra a acdo desse sistema. Em
seguida ocorre uma interagdo entre os receptores ligantes do parasito e os da membrana,
iniciando a fagocitose pelo macréfago, onde formas promastigotas se transformam em
amastigotas. No interior dos macréfagos, os parasitos habitam o fagolisossomo, estrutura
originada da fusdo do fagossomo e lisossomo, que promove um ambiente sob acdo de
enzimas, pH e temperatura, importantes para o controle do parasito e resposta imune
(KUMAR; ENGWERDA, 2014; CARNEIRO et. al, 2018).

Na LTA, a resposta imune esté relacionada a atuacdo da célula T CD4 e dos perfis Thl
(inflamatdrio)e Th2 (regulatério). Uma resposta Thl é mediada, principalmente, por TNF-o,
IFN-y, fator estimulador de col6nias de GM-CSF e interleucinas 12, 2 (IL-12, IL-2), com
participacdo de células NK e células dendriticas (DC) (Figura 7), estando associada com a
resolucdo e resisténcia & doenga (CHISTIAKO, 2018).E a resposta do tipo Th2 é mediada
pelas interleucinas 4 (IL-4), 10 (IL-10),fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-b)
conferindo susceptibilidade e progresséo da doenga no hospedeiro (SCORZA, 2017).
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Figura 7. Macrdéfagos no controle da replicacdo de Leishmania ssp. Macrdfagos inflamatorios, sao a
células hospedeiras primarias e elas podem facilitar a sobrevivéncia e ou a replicagdo intracelular da
leishmania e a produgao de citocinas pode modular esse processo. A agao de sinais de ativacdo de IFNy de ¢
células tipo 1 ou de células NK, podem promover a regulacdo positiva de iNOS e combinada com as
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio contribuir para a morte do parasito intracelular. FONTE:
SCORZA, 2017.



A atuacdo desses perfis influencia a diversidade clinica observada na LTA. As lesdes
localizadas autocicatrizantes tém perfil predominantemente Thl (IFN-y, TNF-a), enquanto a
resposta mediada por Th2 ((IL-4, IL-10), caracteriza-se por lesdes difusas e ndo cicatrizantes.
Ja a lesdo mucocutanea apresenta uma resposta mista, mas com uma predominancia Thl, que
pode explicar o comportamento inflamatorio agressivo e a cronicidade dessa forma clinica
(COELHO et. al, 2018).

Na LV, a ativagdo de macrdfagos via IFN-y, resulta na sintese de reativos de nitrogénio
e oxigénio (NO, H20) toxicos para os parasitos (BARCELLAR E CARVALHO, 2005;
LIMA, 2013). A citocina IFNy, produzida principalmente por células T CD4+ do tipo Thl e
por células NK, estimulada por IL-12, promove a ativacdo dos macrdfagos através da
expressdo da enzima NOS2 e consequentemente producdo de NO e radicais superdxidos. O
NO através da catalizacdo da L-arginina pela enzima 6xido nitrico sintase do tipo 2 (NOS2)
ou Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) (MICHEL & FERON, 1997; QADOUMI et al.,
2002) e 0 H20O. através da catalizacdo do anion superoxido pela enzima NADPH oxidase, que
pela acdo da enzima superdxido dismutase (SOD), se converte rapidamente em H>O2, em
radicais hidroxilas e anion hidroxilas, levando a morte do parasito. Citocinas regulatorias (IL-
10 e IL-4) diminuem a expressdo de IFN-y e consequentemente a produgdo de NO e Hx0p,
comprometendo a eliminacdo dos parasitos intracelulares, gerando as formas graves da
infeccdo (CONCEICAO et. al., 2014; COELHO et. al., 2018).

As manifestacBes clinicas estdo relacionadas ao perfil de susceptibilidade a infeccéo.
Quando a resposta inflamatdria comeca a se intensificar o sistema imune do hospedeiro
estimula a producdo de citocinas regulatorias, iniciando a resposta do tipo Th2. Nesse caso,
ocorre a proliferacdo de linfécitos B e produgdo das citocinas IL4, IL5, IL6, IL10,
promovendo a plasmocitose e hipergamaglobulinemia, que levard a formacdo de
imunocomplexos, gerando uma resposta humoral ineficiente e consequentemente a
sobrevivéncia do parasito (BARBIERI, 2006; COELHOet al, 2018).

Outra célula importante, que esta envolvida na resposta de LTA e LV e a Thl7. Ela
estimula a producdo de IL-17, que pode aumentar a producdo de mediadores inflamatorios
(IL-1, IL-6, TNF-a e NOS2) e de acordo com alguns estudos,desenvolver uma correlacéo
direta com TNF-a, estimulando uma agdo exacerbada, levando ao progresso de LTA
(PEREIRA-CARVALHO et. al., 2013; SCOTT,; LEE, J. S. et. al, 2015;NOVAIS, 2016) ou a
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uma acgdo mais eficaz e equilibrada, levando ao controle de LV (PITTA et al, 2009; NOVAIS,
2016).

Assim como, a MCP-1 / CCR2 (Proteina quimioatraente de mondcitos 1 (MCP-1)
quimiocina CC, receptor 2 de quimiocina CC (CCR2)), que desempenha um grande papel na
resposta imune contra aleishmania. Conhecida por atrair mondcitos, células dendriticas
(DCs), células assassinas naturais (NK) e linfocitos T de memoria, € uma quimiocina
fundamental para a defesa do hospedeiro a uma série de patdgenos. Foi observado que altas
doses de MCP-1, ativam o0s mecanismos anti- macrofagos de leishmania, seja induzindo
reativos de oxigénio intermediarios ou via producdo de 6xido nitrico (IBARRA-MENESES
et. al, 2017). Na leishmaniose humana, ha evidéncias de queconcentragdes elevadas de MCP-
1, em lesGes cutaneas autocurativas localizadas, tem papel importante no controle da infeccéo
(SINGH et. al, 2017). Sua capacidade de ativar os mecanismos de morte de macrofagos anti-
leishmania, tem sido amplamente estudada como um biomarcador de cura na leishmaniose
tegumentar (IBARRA-MENESES et. al, 2017).

A resposta imune Th1, que é montada apos a infecgdo, € constantemente acompanhada
pela resposta de células T reguladoras (CD4+ e CD25+), que produzem IL-10 e TGF-B,
bloqueando a ativagdo excessiva de células Thl e por conseguinte, prevenindo danos aos
tecidos (CAMPANELLLI et al., 2006; LEOPOLDO et.al., 2006; ANVERSA et al., 2018).

Logo, podemos observar que € grande o arsenal imunoldgico envolvido na resposta
contra a leishmaniose. As diversas subpopulagfes de células T CD4 (Thl, Th2, Thl7 e T
regulatorias) guiam a patologia para tipos distintos de resposta imunoldgica e manifestagdes
clinicas. Dessa forma, a determinacdo do desfecho da doenca vai depender de fatores que
incluem, a atuacdo do sistema imune do hospedeiro e a uma série de caracteristicas e
habilidades do parasito (FOWELL, 2009; ANVERSA et al., 2018).

A leishmania tém habilidades para desenvolver complexas estratégias de evasdo do
sistema imune, que leva a falha do hospedeiro vertebrado em controlar a infec¢do, como: a
habilidade em resistir as acGes microbicidas dos macrofagos e a de inibir a resposta imune
celular do hospedeiro (CANTON et al., 2012; CHAGAS et. al., 2018)

Uma dessas estratégias é o desenvolvimento das estruturas denominadas vacuolos
parasitoforos (VP), que facilitam a proliferacdo do parasito no fagolisossomo, levando as
células ao rompimento (DESCOTEAUX, 2015).
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Os fagossomos sofrem um processo de maturacdo que resulta na formacgéo dos VPs
(ANTOINE et. al., 1990; REAL e MORTARA, 2012), nos quais 0 parasito se diferencia e se
multiplica. Estes vacuolos sdo revestidos por uma membrana originada da membrana
plasmatica da célula hospedeira, formada por sucessivos e coordenados eventos de fusdo com
as vesiculas da via endocitica. A estrutura do VP pode diferir dependendo da espécie de
Leishmania e da célula hospedeira envolvida. (CANTON et al., 2012; DESCOTEAUX,
2015).

Figura 8. Vaclolos Parasitéforos: Estruturas dos vactolos (A) Apresentando uma &rea extensa e
comportando um grande ndmero de amastigotas (B) Apresentando uma area pequena e comportando um
numero reduzido de amastigotas. Essas diferengas se apresentam de acordo com a espéciesA — Complexo
Leishmania (Leishmania), B- Complexo Leishmania (Viannia). FONTE:TEIXEIRA, 2013.

A espécie L. amazonensis tem a capacidade peculiar de realizar a fusdo dos VPs
individuais e formar outros maiores, diluindo as proteases presentes nos lisossomos e
permitindo que os parasitos se transformem em formas amastigotas resistentes as enzimas
(CANTON et. al., 2012; REAL e MORTARA, 2012).

A maioria das espécies do género Leishmania residem nos vacuolos estreitos e
individuais, porém, amastigotas de L. amazonensis induzem a formag&o de vactolos maiores
que podem chegar a comportar até 30 amastigotas (DESJARDINS et al., 1994; ANTOINE et
al., 2004; NDJAMEN et al., 2010), enquanto L. major e L. donovani, induzem a formacéo de
vacuolos pequenos, com pouco espago ao redor das amastigotas (ANTOINE et. al., 1998;
CHANG; DWYER, 1978).

Reis et. al. (2011), em um estudo avaliando a formagdo dos VPs em uma infecgéo
mista (L. amazonensis e L. major), observaram que o comportamento dessas estruturas pode
mudar quando o ambiente é compartilhado. Ao analisar as células infectadas por L.
amazonensis e L. major, na forma promastigota, eles observaram que inicialmente ocorria a

fusdo dos VPs e que L. amazonensis proliferava, inibindo L. major. Essa fuséo ocorria bem
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mais na forma promastigota do quena forma amastigota. Sugerindo que o compartilhamento
pode ocorrer de forma diferente dependendo da espécie envolvida (REIS et. al., 2011).

Além da quantidade de parasitos nos VPs ser variada, 0os tamanhos também variam
dependendo da espécie. Infeccdo por L. amazonensis produz vacuolos bem maiores que 0s
observados nas infec¢des por L. donovani e L. chagasi (REAL et. al., 2011).Gerard Spath et
al (2019), em um estudo com L. donovani, L. amazonensis e macrdfagos deficientes (ou nédo)
de acidificagdo fagossomal, observaram que enquanto L. donovani sobrevivia e proliferava
somente em VPs menos acidos, L. amazonensis conseguia altas taxas de proliferacdo em VPs
com pH bem acidos, revelando que essas estruturas também podem se diferenciar conforme o
estado funcional das células hospedeiras (SPATH et. al., 2009; GERARD et. al., 2019).
Mostrando, mais uma vez, que 0s vacuolos sao estruturas que podem se modificar e contribuir

para a sobrevivéncia da leishmania.

2.5 Infecgdes mistas

As infeccBes Unicas por Leishmania ja vém causando grande impacto, pelo nimero de
acometidos, pelo nimero de espécies, bem comopela variedade de perfil de resposta que essas
espécies podem desenvolver. Por isso, quando a infeccdo ocorre na forma mista a
complexidade e a gravidade aumentam, dificultando ainda mais o controle da doenga
(CELESTE et. al, 2017).

Infeccdo mista e coinfeccdo, sdo infecgbes simultdneas de um organismo hospedeiro
por dois ou mais patdogenos (NOWAK, 1995, CHAGAS et. al, 2018). Entretanto, vale
ressaltar que a denominagdo infeccdo mista ou infeccdo concomitante, estd relacionada a
infeccdo por dois ou mais patdgenos do mesmo género e a coinfecgdo relacionada a infecgdo
com patdgenos de géneros diferentes (HANSEN & DAY, 2014).

Essas definicBes passaram a ser bem conhecidas quando associadas aos virus,
principalmente ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Todavia, a coinfeccdo ou
infecgdo mista pode envolver a agdo concomitante de inimeros organismos, como bactérias,
protozodrios, helmintos e fungos (KARVONEN et. al.,2012; HANSEN & DAY, 2014)

Evidéncias de infecgdo mista em humanos ja foram relatadas no Amazonas, onde foi
descrito o primeiro caso em humanos, na presenca das espécies L. braziliensis e L.
amazonensis(SILVEIRA et. al., 1984); no Rio de Janeiro, onde encontraram L. braziliensis e
L. donovani em lesdo cutanea e na medula 6ssea de um mesmo paciente (OLIVEIRA NETO
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et al. 1986);no Quénia, onde um paciente diagnosticado com LV apresentou L. donovani e L.
major na cultura de aspirado do baco (MEBRAHTU et al. 1991); Assim como, no Sudéo
(IBRAHIM et. al., 1994); Iraque (AL-DIWANY et. al., 1995); Bolivia (MARTINEZ et al.,
2002); Grécia (ANTONIOU et al. 2004) e Ird (SHIRIAN et al. 2012).

Além desses registros, em outros trabalhos j& foram encontradas vérias evidéncias
dessa infeccdo em outros hospedeiros, como caninos (Madeira et al. 2005; Silveira et. al.,
2011; PIRES et. al., 2014; QUARESMA et. al., 2011; BENETH e.t al, 2017; SOUZA et. al.,
2019), equinos (SOARES et al., 2013) e no proprio vetor (CHAJBULLINOVA et. al., 2012;
ALEXANDRE et. al., 2020).

No entanto, mesmo que os trabalhos sobre relatos de casos tenham sua importancia,
estudos que analisem o comportamento das espécies e as alteracdes imunoldgicas que
ocorrem nessa infecgdo sdo necessarios (BABIKER et al., 2014; CELESTE et. al, 2017).

Um estudo recente de infecgdo mista (L. amazonensis e L. infantum) experimental,
utilizando o modelo hamster (Mesocricetus ratus), mostrou através de analises clinicas,
histopatoldgicas e imunoldgicas que as infecgbes mistas estdo associadas a manifestacdes
clinicas mais severas. Assim como, revelou que na infeccdo mista, L. amazonensis foi
detectada mais cedo, nos oOrgdos e isolados avaliados (pele, baco e figado), podendo L.
infantum esta se proliferando nas células, induzindo a visceralizagdo da L. amazonensis
(CELESTE et al., 2017).

Em outro trabalho, a infeccdo mista por L. naiffi e L. braziliensis, em modelo animal,
apresentou expressdo de RNAm de IL-4, IL-10, IFN-y e TNF-a na area da lesdo, sendo esta
ultima a mais abundante dentre as citocinas avaliadas. Comparada as infec¢des Unicas pelas
mesmas espécies, a infeccdo mista apresentou maior expressdo de RNAm de TNF-a,
sugerindo que a infecgdo mista por L. naiffi e L. braziliensis nesse modelo hamster, levou ao
desenvolvimento de uma doenga mais grave, sendo evidenciada pela clinica que apresentou
lesbes grandes e edemaciadas, células vacuoladas (degeneracéo tecidual) na area de lesdo e
alta expressdo de TNF-a (CHAGAS et al, 2018).

Mesmo com esses registros, a infeccdo mista ainda apresenta baixa notificagdo. E a
caréncia de identificacdo mais especifica das espécies, durante os diagnosticos, pode ser a
causa da dificuldade em se detecgéo esses eventos (CHAGAS et. al., 2018).

Contudo, trabalhos experimentais sobre infec¢bes mistas tém contribuido para o

melhor entendimento dos mecanismos envolvidos nessas interagdes, podendo elucidar
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aspectos clinicos, imunologicose relacdo parasito-hospedeiro. Nesse sentido, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a resposta imune na infeccdo mista por Leishmania amazonensis e

Leishmania chagasi em macrofagos.
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Highlights

- Compilado de artigos sobre infeccdo mista causada por espécies de Leishmania

- Foram encontrados nessa busca 40 artigos com essa tematica

- A producdo de trabalhos sobre infeccdo mista por espécies de Leishmania € escassa

- A frequéncia dessa infeccdo pode ser bem maior do que a previamente registrada

-A presenca de duas ou mais espécies de Leishmania em um mesmo hospedeiro influencia o
curso da infecgéo.
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RESUMO

Infeccdo mista é uma infeccdo simultanea no qual um organismo hospedeiro é afetado por
dois ou mais patdgenos. Quando essas infec¢cdes ocorrem na presenca de mais de uma espécie
de Leishmania, os registros sdo escassos, pelo fato de os métodos de diagndsticos ndo serem
tdo especificos para identificacdo das espécies. Além disso, o impacto das formas Unicas da
doenca, bem como o controle da leishmaniose, tem sido dificil, principalmente em areas de
sobreposicdo de espécies e das formas clinicas Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), endémicas em varios paises, a exemplo do Brasil. Por isso se
faz necessario entender o comportamento da infeccdo quando se apresenta na forma mista.
Nesse sentido, este trabalho tem por objetivo realizar uma revisdo narrativa, acerca da
infeccdo mista ocasionada por duas ou mais espécies de Leishmania. Inicialmente procedeu-
se a busca nas seguintes bases de dados: Pubmed, LILACS, Embase, Scielo, Medline e
Science Direct. As palavras-chaves utilizadas foram: “Coinfec¢do”, “Leishmania”,
“Leishmaniose”, “infec¢do mista”, “mixed infection”, “coinfection” e “Leishmaniasis”. Os
critérios de exclusdo levados em consideracdo foram: a tematica abordada (trabalhos que nédo
abordassem infeccdo mista causada por espécies do género Leishmania, foram excluidos) e o
tipo textual (monografias, dissertaces, resumos, artigos de jornais, capitulos de livros ndo
compuseram o trabalho). Foram encontrados um total de 994 artigos, utilizando as palavras
chaves e selecionados 40. Foi verificado um numero expressivo de relatos de casos e
identificacdo de espécies para a comprovacao da ocorréncia de infeccdo mista. E nos poucos
trabalhos in vitro e in vivo, foi observada que ¢ diferente a dindmica e a proliferacdo, quando
estdo em um ambiente compartilhado. Os trabalhos que relataram a identificacdo de novas
competéncias e infec¢do mista nos vetores, mostraram que essa caracteristica pode contribuir
para a ocorréncia da infeccdo mista. Contudo, a revisdo mostrou que as investigacdes sobre
essa infeccdo ainda sdo escassas, mas a partir desses trabalhos foi possivel constatar que a
frequéncia desse tipo de infeccdo mista, pode ser bem maior do que a previamente registrada.
E as espécies quando estdo no meio compartilhado, podem modificar seu comportamento,
levando a formas mais graves da doenca. Por isso, se faz necessario uma analise mais
detalhada em hospedeiros, que apresentem leishmaniose com caracteristicas atipicas, bem
como utilizacdo de métodos de identificacdo mais precisos e estudos mais especificos, para o
conhecimento dos aspectos clinicos e imunolégicos dessa infeccéo.

Palavras-chaves: Leishmaniose, Infecgdo concomitante, Leishmania ssp

35



3.1. INTRODUCAO
O impacto das epidemias contribuiu para o crescente questionamento sobre a relagdo

parasito-hospedeiro. E 0 avanco dos estudos possibilitou a compreenséo de que essa interacdo
pode apresentar caracteristicas peculiares, como a infeccdo de um hospedeiro por mais de
uma cepa de patégeno do mesmo género ou de género diferente. Com isso muitas infec¢des,
que antes eram conhecidas como Unicas, passaram a ser reconhecidas como mistas ou
coinfecgBes, apresentando VvAarios genotipos de patdgenos em um mesmo hospedeiro
(BALMER, 2011; LAINE, 2018).

A leishmaniose é considerada um grave problema de salde publica. E 0 aumento dos
casos estd muito ligado as mudancas ambientais, como desmatamento, construcdo de
barragens, esquemas de irrigacdo e urbanizacdo. Segundo dados recentes, estima-se que
700.000 a 1 milh&o de novos casos e cerca de 26.000 a 65.000 mortes ocorram anualmente.
Com grande impacto no Brasil, pais considerado endémico, com a incidéncia da infec¢do em
23 estados e nas cinco regioes brasileiras, principalmente no Nordeste (REBELO et. al., 2013;
WHO, 2018).

E uma doenca causada por parasitos do género Leishmania e transmitida pelo inseto,
denominado flebotomineo, pertencente aos géneros Lutzomyia, Phlebotomus (géneros mais
estudados). As manifestagbes clinicas sdo variadas, se apresentando na forma de
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), causada, por exemplo, por L. brasiliensis e L.
amazonensis, com caracteristicas de lesdes cutaneas (localizada ou difusa) e mucocutaneas. E
a Leishmaniose Visceral (LV), causada pela L. chagasi, L. donovani, com caracteristica
sistémica com hepato e esplenomegalia (WHO, 2018; REIS, 2019).

As infeccbes geralmente induzem uma resposta complexa, apresentando
caracteristicas de perfil inflamatorio ou regulatério nos individuos dependendo da espécie
envolvida (SOONG et. al, 2012). Quando a leishmaniose se apresenta de forma mista, as
consequéncias podem ser mais graves, aumentando a intensidade e resisténcia da doenga
(SILVA et al. 2011; PIRES, 2014; CHAGAS, 2018).

Vale ressaltar, que a denominacdo infeccdo mista, estd relacionada a infeccdo por
patdgenos do mesmo género e coinfeccdo relacionada a infec¢do com patégenos de géneros
diferentes (NOWAK, 1995; HANSEN & DAY, 2014; CHAGAS et al, 2018).

A compreensdo acerca dessas infeccBGes, foi acontecendo conforme técnicas

experimentais foram evoluindo, a exemplo das ferramentas moleculares cada vez mais
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disponiveis para as investigaces cientificas. Essa definicdo passou a ser bem conhecida
quando associada aos virus, porém sdo infecgdes que podem envolver a agdo simultanea de
inimeros organismos, como bactérias, protozoarios, helmintos e fungos (KARVONEN et
al.2012; HANSEN & DAY, 2014)

As infecches concomitantes na presenca de parasito do género Leishmania, sdéo bem
descritas quando relacionadas ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Pois, os estudos
sobre a infeccdo com apenas espécies de Leishmania, ainda s&o escassos e a compreensao ndo
é clara, sobre a interacdo entre os parasitos. Brasil (SILVEIRA et al. 1984; OLIVEIRA NETO
et al. 1986); Quénia (MEBRAHTU et al. 1991); Suddo (IBRAHIM et al. 1994) e Iraque (AL-
DIWANY et al. 1995), foram alguns paises que realizaram o0s primeiros estudos e relatos de
casos dessas infeccdes mistas em humanos. Além desses registros mais antigos, em trabalhos
mais recentes ja foram encontradas varias evidéncias desse comportamento em humanos e em
outros hospedeiros.

Casos de infeccGes por mais de uma espécie de Leishmania apresentam baixas
notificacdes. E possivel que a dificuldade em se detectar esses eventos, se deva pela auséncia
de diagndsticos praticos, que possibilitem a identificacdo de espécies, em hospedeiros com
caracteristicas atipicas ou com dificuldades na resposta aos tratamentos (CHAGAS, 2018).

Um estudo recente de infec¢do mista experimental, utilizando o hamster (Mesocricetus
ratus) infectado por L. amazonensis e L. infantum, mostrou através de analises clinicas,
histopatoldgicas e imunoldgicas que essa infeccdo estd associada a manifestacbes clinicas
mais severas, que as manifestagbes vistas nas infec¢fes Unicas pelas mesmas espécies
(CELESTE et al., 2017)

A leishmaniose na sua forma Unica, afeta um nUmero expressivo da populagao
mundial, podendo desenvolver respostas imunoldgicas diferenciadas. Conforme a espécie
envolvida, sdo necessarios tratamentos intensos, muitas vezes desconfortaveis para 0s
pacientes (DORA & SOUZA, 2005; FALCI & PASQUALOTTO, 2015; MARQUES et. al.
2019). Entéo, quando a infeccdo ocorre na forma mista a complexidade e a gravidade podem
aumentar. Assim como, a dificuldade de o paciente em responder ao tratamento.
Caracteristicas estas, que sdo conhecidas por um numero ainda reduzido de pesquisas
(CELESTE et al, 2017; CHAGAS et al, 2018)
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Nesse sentido, esta revisdo narrativa, acerca da infeccdo mista causada por duas ou
mais espécies do género Leishmania, tem como objetivo evidenciar o impacto e apresentar o

panorama do conhecimento sobre essa infeccdo, com descrigdes e correlagdes dos resultados.

3.2. METODOLOGIA

Foi realizado um levantamento no periodo de margo a julho de 2020, nas seguintes
bases de dados: Pubmed, LILACS, Embase, Scielo, Medline e Science Direct. Utilizando as
palavras-chaves: “Coinfec¢do”, “Leishmania”,”Leishmaniose”, “infec¢do mista”, “mixed
infection”, “coinfection” e “Leishmaniasis”.

A selecdo dos estudos foi realizada em etapas. Inicialmente houve a identificacdo dos
documentos nas bases de dados. E posteriormente, utilizando o software Covidence, foi
realizada a primeira triagem e exclusdo de duplicidades. Adotando-se como critérios de
exclusdo, textos que ndo abordassem a tematica infeccdo mista causada por espécies do
género Leishmania e o tipo textual como: monografias, dissertagdes, resumos, artigos de
jornais e capitulos de livros, foi feita nova selecdo, apds a leitura dos titulos e resumos.

Terminada esta etapa, foi realizada a leitura completa dos artigos selecionados e feita a

relacdo dos resultados e achados de cada trabalho.

Artigos identificados
por meio de pesquisas

'§. nos bancos de dados
<
= (n=994)
g '
§ Artigos excluidos por
duplicidade
(n=250)
'g Artigos selecionados Artigos excluidos apo6s leitura
[ —p
- (n=744) de resumo (n=686)
%)
= l Artigos excluidos ap6s leitura completa (n=20)
:§ Artigos completos Revisdo de literatura (n=4)
B avaliados para — Dissertagio (n=6)
2 elegibilidade (n=58) Artigo de Jornal (n=1)
m Monografia (n=6)
l Capitulo de livro (n=3)
o
'g Artigos incluidos na
Té revisdo (n=38)

Figura 09. Fluxograma da selecio dos artigos incluidos na revisiao
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3.3. RESULTADOS

Dos 994 artigos encontrados, através das buscas utilizando as palavras chaves, foram

incluidos na revisdo 38.

Tabela. 1 Lista dos trabalhos j& desenvolvido sobre infec¢do mista.

Espécies de Tipo de trabalho Autor
Leishmania (ano)
verificada em
estudo

Infeccdo mista L. | Estudo com humano. Foram feitas identificacbes das cepas, através do | SILVEIRA
brasiliensis e L. | isolado de lesGes, utilizando eletroforese de isoenzimas em gel de amido, | et. al., 1984
amazonensis infeccdo em hamster e cultivo em meio de cultura &gar-sangue. Foi

observado que as espécies em conjunto, em um mesmo hospedeiro, podem

modificar e intensificar sua acéo.
Infeccdo mista L. | Estudo com humano. Foi realizada a identificacdo das cepas através do | OLIVEIRA
braziliensis e L. | isolado das Ulceras e da medula dssea de um paciente, utilizando anticorpos | -NETO et.
Donovani monoclonais por imunofluorescéncia e imunoperoxidase. al., 1986
Infeccdo mista L. | Estudo experimental.  Técnicas de clonagem e equizoderma foram | PACHECO
amazonensis e L. | utilizadas para verificar a possibilidade da manutencdo de mais de uma | et, al., 1989
mexicana especie de leishmania em um mesmo meio. Mostrando a presencas dos

clones das duas espécies na cultura, e que nessa condicdo, elas podem se

desenvolver e se manter no mesmo meio.
Infecgéo Estudo com humano. Foi feita identificagdo das cepas, através do isolado da | MEBRAHT
mista com L. | urina e aspirado esplénico, de um paciente com resisténcia ao tratamento, | U et. al.,
donovani e L. | utilizando eletroforese em acetato de celulose, para a confirmagdo das | 1991
Major espécies. Estudo descritivo
Infeccdo mista L. | Estudo com humano. Foi feita analise e identificacdo das cepas, através das | IBRAHIM
donovani e L. | amostras do aspirado do linfonodo, realizando PCR com DNA cinetoplasto | et, al., 1994
aethiopica (kDNA) de Leishmania. Foi confirmada a presenca da infec¢do mista em 5

pacientes, revelando a presenca de infeccdo mista na regiéo.
Infeccdo mista L. | Estudo com humano. Foi realizada a identificacdo da cepa, através de | AL-
donovani e L. | isolado da medula éssea e da lesdo, utilizando eletroforese de isoenzimas | DIWANY
Major em gel de poliacrilamida e confirmada a presenca de infeccdo mista na | o al., 1995

regido.
Infeccdo mista L. | Estudo experimental. Foram utilizadas células U-937(macréfagos) e quatro | ABDULLA
mexicana cepas. A analise foi realizada em um scanner de células ativadas por | Het. al.,
amazonensis, L. | fluorescéncia, que verificou a dominancia ou excluséo das espécies. 1998

donovani DD8 e
L. infantum D2
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Infeccdo mista L.

major, L.
turanica, L.
gerbilli

Estudo experimental. Os Gerbilo (Rhombomys opimus) foram infectados
com L. major, L. turanica e realizada analises imunoldgicas, e taxa de
infecgdo,

STRELKO
VAet. al.,
2001

Infecgdo mista, L.
amazonensis e L.
infantum

Estudo com humano. Foi realizada a identificacdo das cepas, através da
amostra do isolado da lesdo (com presenca das duas espécies), de pacientes
da Bolivia, por PCR. O resultado registrou o primeiro caso de infeccéo
mista na regiao.

MARTINE
Zetal.,
2002

Infecgdo mista L.
braziliensis, L.
donovani e L.
mexicana

Estudo com humano. Novamente na Bolivia foi realizado um estudo com
29 pacientes com leishmaniose. Através das amostras de sague e da les&o,
foi feita a identificagdo das cepas por PCR. O resultado mostrou a presenca
em 8 pacientes (27,65%) de infec¢do mista.

BASTREN
TA et. al.
2003

Infecgdo mista L.
infantum
zymodeme MON-
98 L. infantum
zymodeme MON-
1 (cepas
isoméricas)

Estudo com humano. Foi realizada a identificacdo por eletroforese em gel
das cepas, através de amostra da medula 6ssea de paciente da Grécia. Foi
observado que MON-98 e MON-1, demonstraram diferentes
comportamentos in vitro e de sensibilidade ao antimoniato de meglumina,
podendo esse comportamento, justificar a dificuldade do paciente em
responder ao tratamento.

ANTONIO
Uet. al.,
2004

Infecgdo mista L.
braziliensis e L.
chagasi

Estudo com animal. Foi realizada identificacdo por PCR, das cepas, através
dos isolados do sangue e linfonodo de cdes do Rio de Janeiro. Foi
registrado, nesse estudo, o primeiro caso no estado de cdes com infeccédo
mista.

MADEIRA
et. al., 2006

Infecgdo mista L.
amazonenesis e L.
Major

Estudo experimental. Foi realizada a infeccdo mista em macréfagos e
analisada a formacdo de vacuolos parasitoforos. As andlises constataram a
ocorréncia do compartilhamento dos vactolos na forma promastigota bem
mais, que na forma amastigota no grupo de infeccdo mista. Os mecanismos
permanecem desconhecidos, sugerindo que essas estruturas podem se
modificar em culturas compartilhadas.

REAL  et.
al., 2010

Infeccdo mista, L.
infantum e L.
braziliensis

Estudo com animal. Foram utilizados 72 roedores, 25 marsupiais e 98 cées
domésticos, de Minas Gerais. 24 desses animais foram positivos para
leishmaniose e 2 deles apresentaram infec¢do mista, a identificacdo da cepa
foi realizada por PCR.

QUARESM
A, et. al.
2011

Infeccdo mista L.
amazonensis, L.
braziliensis, L.
guyanensis, L.
naiffi

Estudo com humano. Através da andlise de anticorpos monoclonais das
amostras de 209 pacientes de Manaus, por imunofluorescéncia, foi
observado que 29 (14%) desses pacientes apresentaram infecgdo mista.
Ocorréncia justificada pela sobreposicao dessas espécies na regiao.

COELHO
et. al., 2011.

Infecgdo mista L.
tropica e L. major

Estudo com humano. Foi realizada a identificacdo das cepas por PCR, de
isolados de lesdes oro nasais, de pacientes do Ird, para a confirmacdo da
infeccdo mista. Apresentando mais uma vez incidéncia de infeccdo mista na
regido.

SHIRIAN
et. al. 2012

Infecgdo mista L.
turanicae L.

Estudo com vetor. Phlebotomus papatasi € um vetor da Leishmaniose,
competente para L. major, que nesse estudo demonstrou competéncia para
L. turanica. Os vetores foram infectados com as duas espécies. As analises

CHAJBUL
LINOVA

40




Major

foram feitas com citometria de fluxo combinada com microscopia
imunofluorescente. Resultado que evidenciou a nova competéncia do vetor.

et. al. 2012

Infeccdo mista L.
infantum
(selvagem) e L.
infantum (PP75)

Estudo experimental. Os Hamsters (Mesocricetus auratus), foram
infectados com as duas espécies. Foi realizada técnica de PCR para a
identificacdo da cepa e da carga parasitaria. Os resultados mostraram que a
cepa selvagem demonstrou maior taxa de infecgdo que a cepa (PP75). O
trabalho também descreveu os beneficios do gPCR na quantificacdo do
parasitismo em um modelo de hamsters.

MOREIRA
et. al. 2012.

Infecgdo mista L.
braziliensis/ L.
lainsoni

Estudo com humano. Paciente, do Peru, apresentando caracteristica atipica
de leishmaniose, foi submetido a identificacdo de cepas por PCR, através do
KDNA (cinetoplasto) de Leishmania. E como resultado apresentou infeccéo
mista. Até o presente trabalho se desconhecia que o Peru era endémico
para L. lainsoni.

VELAND
et. al., 2013

Infecgdo mista L.
infantum Leishma
nia braziliensis

Estudo com animal. Primeiro estudo que descreveu a ocorréncia de caso de
Leishmaniose e de infeccdo mista em cavalos (Equus caballus), na regido
de Belo horizonte. A identificacdo das cepas foi realizada por PCR através
das amostras da lesdo e medula dssea.

SOARES
et. al. 2013

Infecgdo mista L.
donovani /L.
Major

Estudo com humano. Foi realizada a identificacdo das cepas em amostras
do sangue, medula e linfonodo, através de PCR, foi observado a presenca de
mais de uma espécie nas amostras de pacientes do Sudéo. E registrada, mais
uma vez, a ocorréncia de infeccdo mista no pais.

BABIKER
et. al. 2014

Infeccdo mista L.
major e L. tropica

Estudo com humano. Foi realizado o diagnostico, por meio de analises
moleculares (gene sCyth, ITS-rDNA e microssatélite) de 150 paciente,
onde 102 foram positivos para leishmaniose e desse grupo 1 apresentou
infeccdo mista por L. majore L. tropica. Em algumas amostras as
amastigotas apresentaram irregularidades, sendo sugerido mais pesquisas
para avaliar 0 comportamento desse espécies na regido do Ira.

SPOTIN et.
al. 2014

Infecgdo mista L.
braziliensis e L.
chagasi

Estudo com animal. Foi realizada a identificacdo das cepas, através das
amostras das lesbes e do baco de 17 cées, por PCR e RFLP-PCR. Foi
confirmada a ocorréncia de infeccdo mista em 2 animais. O estudo
descreveu a importancia das técnicas moleculares nas investigacbes e
identificagdes de espécies.

PIRES et.
al. 2014

Infeccdo mista L.
braziliensis / L.
infantum

Estudo com animal. Foi realizada a identificacdo das cepas utilizando PCR,
através das amostras de sangue e medula dssea de 189 animais (62 roedores,
35 marsupiais e 92 cées). O resultado mostrou a presenca de infec¢do mista,
em 10 a 11% a mais em roedores do que em cdes. Dados que evidenciaram
uma prevaléncia de leishmaniose em roedores, ainda ndo vista no estado de
Minas Gerais.

FERREIR
Acet. al.
2015
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Infeccdo  mista
Leishmania (V.)
sp e Leishmania
(L.) amazonensis

Estudo com humano. Estudo descritivo transversal, com coleta de dados a
partir de questionarios, epidemiologia e coleta de material bioldgico
(sangue) para analise de CD4 e CD8 por PCR. Foram analisadas amostras
de 199 individuos. Como resultado, 4 apresentaram coinfec¢do HIV e desse
grupo 3 apresentaram infeccdo mista Leishmania (V.) sp e Leishmania (L.)
amazonensis. Evidenciando a ocorréncia de 2,01%de infeccdo mista em
conjunto com coinfecgdo HIV/AIDS.

SILVA et.
al. 2015

Infecgdo mista L.
turanica / L.
major

Estudo com vetor. Foram utilizados Phlebotomus papatasi e Phlebotomus
salehi para investigar a presenca de infeccdo mista nos vetores. Foi
utilizado PCR para a identificacdo das cepas e confirmacdo da infecgdo em
P. papatasi. Esse foi 0 primeiro registro de L. major em P. salehi na regido
do Iré.

RAFIZADE
H S. et. al.
2016.

Infeccdo mista L.
infantum / L.
amazonensis

Estudo com animal. 103 amostras de sangue periférico de cdes da regido de
Bauru-SP foram utilizadas. Foi realizado o teste de ELISA para diagndstico
e PCR e PCR-RFLP para a identificacdo das espécies. Como resultado, 9
cées apresentaram infeccdo mista.

SANCHES
et. al. 2016

Infeccdo mista L.
amazonensis e L.
infantum

Estudo experimental. Hamster (Mesocricetus auratus) foram infectados
com L. amazonensis e L. infantum. Nos grupos de infeccdo mista, L.
amazonensis foi detectada mais cedo que L. infantum nos 6rgéos e isolados
avaliados (pele, baco e figado), mas com L. infantum prevalecendo com o
passar do tempo. O trabalho também sugere que em meio de cultura misto,
uma espécie antes ndo observada pode se proliferar com o passado do
tempo, aléem de modificar seu comportamento, quando analisado in vivo.

CELESTE
et. al. 2017

Infecgao mista
Leishmania, L.

major ou L. tropica

Estudo com animal. Foi realizado uma comparacéo soroldgica das infecgdes
causadas pelas trés espécies de Leishmania, utilizando ELISA e kit de
antigeno rK39 (PCR). Antigenos recombinantes, como o rK39 para a
sorologia é uma ferramenta diagndstica adicional. O estudo mostrou que o
diagnostico por ELISA, ndo foi tdo preciso para diferenciar as espécies
como ocorreu por PCR.

BENETH
et. al., 2017

Infec¢do L. major
e L. amazonensis

Estudo experimental. Foi realizado um ensaio in vivo com camundongos
Che/HeJ e C57/BL, com infecgdo mista por L. major e L. amazonensis. Os
resultados sugeriram que os animais apresentaram células B diferenciadas,
no primeiro animal com L. major, as células B dificultaram a infecgdo com
L. amazonensis e a clinica foi menos grave. Enquanto no segundo animal,
ndo foi observado uma interferéncia das células B na infecgdo e a clinica se
apresentou de forma mais grave.

GIBSON-
CORLEYet.
al., 2017

Infecgéo mista
Leishmania infant
um, Leishmania a
mazonensis

Estudo epidemioldgico. Foi realizada a captura de ratos (Rattus rattus), na
area urbana de Londrina (PR). Foi feita a anélise por nested-PCR, a partir do
sangue total dos animais. Dos 181 ratos capturados, 7 apresentaram
infeccdo mista, trazendo evidéncia da urbanizacdo dessas espécies na
regido.

CALDART
et. al., 2017
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Infecgdo mista L.
guyanensis e L.
Amazonenses

Estudo em humano. Foram utilizadas amostras de sangue, para analises
imunofluorescéncia indireta e amostra da leséo para realizagdo de PCR com
enzimas de restricdo Hae Ill e Ava I, para identificacdo das espécies. No
grupo de infeccdo mista, as anélises revelaram macro6fagos vacuolados com
grande nimero de parasitos e um perfil misto de resposta inflamatoria, além
de baixos niveis de anticorpos anti-Leishmania, e de CD4 /Th1, resultando
em uma mistura clinica e caracteristicas imunoldgicas dos diferentes perfis.

GOSCH et.
al., 2018

Infeccdo mista L.
donovani e L.
tropica.

Estudo em humano. Foi feita uma analise da incidéncia de leishmaniose em
areas de conflitos. Amostras de soro de soldados foram coletadas. 30 dos
225 soldados testado, deram positivo na sorologia (anti-Leisnhmania) para
leishmaniose. Dos 30 positivos, 3 foram diagnosticados com infecgdo mista,
através do PCR (DNA de Leishmania). Foi evidenciado que em &reas de
conflitos, os soldados podem ter considerada exposi¢cdo as espécies de
Leishmania.

OBWALLE
R et. al.,
2018

Infeccdo mista
Leishmania
infantum /

Leishmania major

Estudo em humano. Primeiro caso de infecgdo mista em pacientes com
HIV, no Ird. Caso raro na regido. Paciente apresentando célula T CD4 + em
niveis baixos e lesdes graves, foi submetido a bidpsia de pele e exames
histopatolégicos (laminas coradas) e moleculares (PCR com DNA de
Leishmania). As analises, confirmaram a ocorréncia de infeccdo mista em
paciente com o virus.

BADIRZA
DEH et. al.,
2018

Infeccdo mista

Estudo em animal. Foram encontradas 2 espécies de ourigos, Atelerix
algirus e Paraechinus aethiopicus, com caracteristicas atipicas. Ap0s as
analises, utilizando PCR-RFLP, das amostras de sangue, bago, figado, rins e
cotonetes, foi identificada em 8 animais a ocorréncia de infeccdo mista
por L. infantume L. major. Confirmando a infeccdo natural de Atelerix
algirus, sendo considerado, ap6s esse trabalho, reservatério para espécies de
Leishmania.

SOUGUIR-
OMRANI
et. al. 2018

Infeccdo mista L.
braziliensis e L.

Naiff

Estudo experimental. Foram infectados hamster (Mesocricetus auratus) com
as duas espécies e avaliado caracteristicas imunopatoldgicas. Os resultados
mostraram intensa presenca de células vacuoladas e linfonodos com carga
parasitaria alta nas infeccbes mistas. O grupo de infec¢do mista também
apresentou maior expressdao de RNAm de TNF-a, sendo a justificativa para
0 grande dano tecidual observado e agravamento da infeccdo nesse grupo.

CHAGAS
et. al., 2018

Infeccdo mista L.
braziliesis, L.
amazonensis e L.
infantum

Estudo com animal. Foram analisadas 349 amostras de sangue periférico de
cées. ELISA, que mostraram reatividade cruzada entre essas trés espécies. E
posteriormente feitos nested PCR e RFLP de amplia¢fes usando Haelll. E
dos trinta cdes que deram positivo para leishmaniose, 8 apresentaram
infeccdo mista. Mostrando que as técnicas moleculares sdo as estratégias
eficazes para os diagnosticos mais precisos nas infeccoes.

SOUZA et.
al. 2019

Infecgéo mista
L. infantum e L.
braziliensis

Estudo experimental. Os vetores Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia
migonei foram infectados com L. infantum e L. amazonensis e 0s parasitos
marcados por diferentes fluorescéncias, para analisar a competi¢do
interespecifica e sua localizacdo durante a infeccdo mista. Foi observado
gue os dois parasitos se desenvolvem sem competir no interior do vetor.
Concluindo, que esses dois vetores sdo vetores especificos, sendo
competentes para mais de uma espécie de Leishmania.

ALEXAND
RE et. al.,
2020.
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3.4 DISCUSSAO
A maior parte dos trabalhos realizados foram sobre relatos de caso, entretanto os poucos

estudos experimentais encontrados, mostraram bastante relevancia. Em muitos registros foi
comumente descrito a problemética da escassez de trabalhos sobre infec¢do mista, causada
por duas espécies de Leishmania, bem como a dificuldade em se detectar esses eventos,
devido a auséncia de diagnostico mais especificas, para casos dessa natureza.

O primeiro relato ocorreu na Amazoénia (Brasil) em 1984, com registro do primeiro caso
de infeccdo mista em humanos por espécies de Leishmania (L. braziliensis e L. amazonensis),
encontradas em isolados de lesdes distintas de um mesmo paciente. A identificacdo das
espécies ocorreu através da eletroforese de isoenzimas em gel de amido, incluindo também
observagOes de comportamento e desenvolvimento em modelos animais e in vitro. Sugerindo
que a proliferacdo inicial foi ocasionada pela L. braziliensis e que o acometimento por duas
espécies em um mesmo hospedeiro pode levar ao agravamento da doenga (SILVEIRA et al.,
1984).

Em 2011, novamente na Amazonia (Brasil), utilizando técnicas com anticorpos
monoclonais (anti-leishmania) e isoenzimas, foi identificada através das amostras da lesdo dos
pacientes representando 14% (29/209) do total das amostras avaliadas (COELHO et. al.,
2011). Mostrando que, somente, depois de 27 anos, foi realizado o segundo trabalho referente
a infecgdo mista, mesmo sendo uma regido de sobreposicdo de espécies de parasitos e de
vetores.

No Rio de Janeiro (Brasil), Oliveira et. al. (1985) utilizando a técnica com anticorpos
monoclonais (por imunofluorescéncia e imunoperoxidase), identificaram a presenca de L.
donovani e L. braziliensis, em isolados da Ulcera e da medula éssea de um Unico paciente. No
mesmo estado, Pacheco et al. (1990), verificaram dificuldades na classificacdo taxondmica de
alguns dos isolados de humanos e animais, entdo utilizaram técnicas de clonagem de células e
andlise de esquizodema. E como resultado, detectaram a presencga de espécie de Leishmania,
constatando a ocorréncia de infeccdo mista e sugerindo que ndo h& imunidade cruzada
(OLIVEIRA-NETO et. al.,1985), contestando a sugestdo descrita no trabalho de Silveira et.
al. (1984), que sugeriu a ocorréncia de imunidade cruzada na infec¢do mista.

No Quénia (Africa), uma analise, por isoenzimas, das amostras de um paciente em
momentos distintos, revelou infeccdo mista por L. donovani e L. major (MEBRAHTU et al.,
1991). Técnica que mostrar diferentes pardmetros cinéticos e propriedades de regulagdo
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diferentes, que proporcionou a identificacdo das diferentes espécies. Trés anos depois no
Suddo (Africa), amostras do aspirado de linfonodos de pacientes com leishmaniose que ndo
respondiam ao tratamento, foram submetidas a identificacdo da espécie através de PCR com
DNA de cinetoplasto (kDNA). E verificada a presencga de L. donovani e L. aethiopica em um
grupo e L. donovani e L. major em outro. Quando em cultura com mais de uma espécie,
alguns trabalhos sugerem a ocorréncia da sobreposicdo ou eliminacdo de uma das espécies.
Pelo fato de cada espécie ter um crescimento diferenciado, ocorrendo assim uma selecdo
rpida, comprometendo a identificagdo das espécies em uma mesma amostra quando
realizado o isolamento (IBRAHIM et. al., 1994; CELESTE et al., 2017). Essa caracteristica
seletiva pode justificar a dificuldade em se detectar as infecgdes mistas, quando realizado
testes em pacientes com caracteristicas intensas que ndo respondem bem ao tratamento.

DiscussGes sobre a interacdo sinérgica / antagbnica entre diferentes espécies
de Leishmania sdo necessérias para compreender melhor a forma clinica dessas infecces.
Babiker et al (2014), avaliaram amostras (sangue e lesdo) de pacientes com diferentes
manifestagdes clinicas, utilizando PCR direcionado ao gene do citocromo oxidase Il (COIl) e
identificaram a infeccdo mista por L. donovani e L. major. Esse achado, assim como o de
Antoniou et. al. (2004), tiveram implica¢des importantes, em relacdo a escolha das técnicas de
diagnostico mais eficientes e consequentemente da escolha da terapia mais apropriada, para
casos envolvendo infecgBes mistas. Técnicas mais sensiveis e especificas, como ensaios
moleculares e imunolégicos, sdo fundamentais para determinagdo mais precisa dos
diagnosticos.

Na Bolivia Martinez et al (2002), identificaram por isoenzima, amostras de pacientes
com Leishmaniose Cutanea (LC) difusa intensificada, de dificil tratamento, as espécies L.
amazonensis e L. infantum. Sugerindo que o comportamento atipico dessa forma clinica
estava ocorrendo pelo fato da infeccdo mista. Bastrenta et al (2003), no mesmo pais, um ano
depois, verificaram que dos 28 pacientes com LC ativa e um com LV, examinados e
analisados por técnica de PCR, 27,6% (8 pacientes) apresentaram infec¢des mistas por
espécies de L. braziliensis, L. donovani e L. mexicana. Veland et al. (2013), através de técnica
de PCR-RFLP, identificaram em um mesmo paciente, no Peru, as espécies L. braziliensis e L.
lainsoni, essas evidéncias mostraram a presencga das espécies de Leishmania que causam as
formas clinicas Cutanea e Mucosa, ja bastante frequente segundo a OPAS/OMS (2019), na

forma de infeccdo Unica, na forma mista na Bolivia e Peru.
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Al-diwany et. al. (1995) no Iraque, fizeram o registro do primeiro caso de infeccéo
mista em humanos, utilizando eletroforese de isoenzimas em gel de poliacrilamida,
identificaram diferentes cepas através de isolado da medula 6ssea e da lesdo de um mesmo
paciente, confirmando o primeiro caso de infeccdo mista na regido, justificado pela
sobreposicao de espécies de parasitos e de vetores no pais.

Shirian et al. (2012), reportaram o primeiro caso de paciente com Leishmaniose
Mucosa, envolvendo infeccdo mista no Ird. Realizada a PCR e a imunohistoquimica, a partir
do material das lesdes, foi identificada a presenca de L. tropica e L. major nas lesdes orais e
nasais, respectivamente. Valendo ressaltar, que essas espécies (L. tropica e L. major) ndo séo
associadas com a forma mucosa da doenga. Entretanto, neste caso de infecgdo mista, houve o
desenvolvimento dessa manifestacdo clinica, nos pacientes infectados. Revelando que as
espécies envolvidas nas infec¢des mistas, podem alterar o seu comportamento.

Novamente, o grupo do Ird identificou, a infeccdo mista em pacientes, através das
analises filogenéticas, de mitocondrios (Cytb) e de nicleo (ITS-r DNA), com genes
morfométricos. Métodos considerados mais concisos para a identificacdo das estirpes e das
espécies de Leishmania envolvidas. Trazendo novas possibilidades de investigacdo das
coinfeccdes e infecgdes mistas (SPOTIN et. al., 2014).

Badirzadeh, et. al. (2018), registraram o primeiro caso de infeccdo mista com duas
espécies de Leishmania em um paciente com HIV, identificada através de PCR-RFLP. Essa
infeccdo mista levou a sintomas atipicos, incluindo visceralizacdo, resisténcia a drogas e
efeitos colaterais mais graves durante o tratamento. Com as espécies alterando seu
comportamento na infeccdo mista, com L major, espécie dermotropicas, visceralizando e L.
infantum, espécie viscerotrépica, difundindo para a pele, apresentando clinicas mais
complexas de dificil tratamento (Badirzadeh et. al., 2018). Comportamento que foi observada
no experimento in vivo de Celeste et.al. (2017). Demonstrando a importancia de investigagdes
mais especificas de pacientes assintomaticos em areas endémicas.

Antoniou et. al (2004), realizaram o primeiro registro de infeccdo mista na Grécia, de
um paciente com LV, que ndo respondia ao tratamento. Foi verificado que o paciente estava
infectado por mais de uma cepa de L. infantum, sendo uma delas pertencente ao zimodema
MON-1, ja encontrado no Mediterraneo, onde o caso ocorreu e que geralmente € suscetivel ao
tratamento. E a outra o zimodema MON-98, raro e nunca reportada na regido. As cepas

exibiram diferentes comportamentos e mostraram diferentes sensibilidades in vitro e in vivo
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(ANTONIOU et al., 2004). Considerando os diferentes perfis de suscetibilidade das espécies
de Leishmania, com relacdo aos farmacos, é possivel que o que foi visto neste estudo, também
ocorra em infecgBes mistas entre espécies, uma sendo mais resistente que a outra, podendo
comprometer o tratamento. Considerando os diferentes perfis de susceptibilidade das espécies
de Leishmania com relacdo aos farmacos, € possivel que o que foi visto neste estudo também
ocorra em infecgBes mistas entre espécies. Além disso, o desenvolvimento de lesdes atipicas,
como sinal de disseminacdo cutanea da leishmaniose visceral, foi observado em um paciente
HIV positivo que apresentou infec¢do simultanea por L. infantum e L. donovani (SANTOS-
OLIVEIRA et al., 2011). Essa caracteristica foi observada também no trabalho realizado no
Tocantins (Brasil) em 2018, relacionada a dificuldades de diagndsticos e falhas terapéuticas,
revelando por técnicas moleculares uma infeccdo mista com L. guyanensis e L. amazonensis
nos pacientes em estudo (GOSCH, 2018).

Em outro estudo, que avaliou a ocorréncia de leishmaniose em éareas de conflitos,
utilizou amostras de soro de soldados, para a analise soroldgica (anti-Leishmania) e PCR
(DNA de Leishmania). Os resultados mostraram que, dos 225 soldados testados, 30 testaram
positivos para leishmaniose e 3 pacientes foram diagnosticados com infeccdo mista.
Evidenciando que em areas de conflitos, os soldados podem ter considerada exposi¢ao as
espécies de Leishmania na sua forma Unica e mista (OBWALLER, et. al., 2018).

Em trabalhos envolvendo relatos de caso, foi possivel perceber que a utilizacdo de
técnicas moleculares como: reacdo em cadeia de polimerase (PCR), PCR-RFLP
(polimorfismo de comprimento de fragmento de limitacdo), RT-PCR (em tempo real),
eletroforese de isoenzimas, eletroforese em acetato de celulose, anticorpos monoclonais séo
essenciais para a identificacdo e confirmacdo da presenca de toda a gama de espécies de
parasito presentes no hospedeiro (VICTOIR et. al., 2003; SOUZA et. al., 2019). Entretanto,
pelo fato dessas técnicas disporem de um alto custo e estrutura, para serem usadas de forma
pratica, em muitas situacdes ndo sdo utilizadas, acarretando uma escassez de resultados claros
sobre identificagdo taxondmica, clinica e epidemioldgica dessa infeccéo

Como a leishmaniose é uma doenca que é transmitida através de um vetor, trabalhos que
explorem mais a compreensdo sobre a relacdo vetor e parasito sdo necessarios para entender
seu comportamento e sua competéncia. Isso foi observado em alguns trabalhos como o de
Rafizadeh S. et. al. (2016), que identificaram no nordeste do Ird a presenca das espécies L.
major e L. turanica em Phlebotomus papatasi. Esse vetor era considerado restrito da espécie
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L. major, sendo capaz de suportar apenas o desenvolvimento desta espécie (DOBSON et al.,
2010). Entretanto, por meio de técnicas moleculares, PCR-RFLP, nested-PCR e
sequenciamento foi possivel identificar a ocorréncia da infeccdo mista (RAFIZADEH et. al.,
2016). Anteriormente Chajbullinova et. al. (2012), comprovou a competéncia de Phlebotomus
papatasi para L. turanica. Importantes descobertas visto que, 0 aumento da competéncia, bem
como a ocorréncia de infeccdo mista em vetores leva a um possivel aumento na proliferacdo
de infec¢Bes mistas em hospedeiros.

Em um outro estudo sobre competéncia e infecgdo mista experimental, o flebotomineos
P. Papatasi foi infectado por L. turanica e L. major. E o0s resultados mostraram que ambas as
espécies podem coexistir no vetor, apresentando por vezes picos de prevaléncia de uma ou
outra, mostrando que a manutencdo de mais de uma espécie em um vetor, pode levar a
competicdo entre elas e essa competicdo, pode vir a afetar a transmissao de uma das espécies.
Apesar disso, casos de infeccdo mista ndo necessariamente deixariam de ocorrer, uma vez que
muitas espécies de Leishmania sdo transmitidas por diferentes espécies de flebotomineos,
como é o caso das espécies L. braziliensis, L. guyanensis e L. naiffi, que na regido Amazonica
sdo transmitidas pelos diferentes vetores: L. whitmani, L. umbratilis e L. squamiventris,
respectivamente (SOUZA, 2019).

Casos de infeccbes mistas também foram observados em hospedeiros domésticos e
silvestres como: caninos, felinos, equinos. Em 2005, no Rio de Janeiro, foram registrados
casos de cdes naturalmente infectados pelas espécies L. braziliensis e L. chagasi,
identificadas, a partir de amostras de sangue, por analise de PCR seguido de hibridizagdo
molecular (MADEIRA et al., 2005). Bem como em outros relatos (SILVEIRA et al, 2011;
QUARESMA et al. 2011; PIRES et al. 2014; BAMOROVAT et al. 2014; BENETH et al,
2017; SOUZA et. al., 2019) que também realizaram estudos de casos em animais e utilizaram
técnica como PCR, ELISA, Imunofluorescéncia para a identificacdo das espécies.

No ano de 2011, em um outro estudo de caso realizado na area urbana de Belo
Horizonte (Brasil), area endémica para leishmaniose, foi registrada infeccdo mista em cées
domésticos (QUARESMA et. al., 2011) e trés cavalos (Equus caballus) ((SOARES et al.,
2013) pelas espécies L. braziliensis e L. infantum (espécies responsaveis por LC e LV no
Brasil respectivamente), identificadas por PCR. Andlises mais minuciosas em hospedeiros
intermediéarios, utilizando técnicas moleculares, como PCR, nested-PCR, RFLP-PCR,
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imunofluorescéncia, tém mostrado serem estratégias bem mais eficazes para a vigilancia
epidemiol6gica em areas endémicas.

A identificacdo de casos de infeccdo mista é importante tanto em humanos, quanto em
caes, roedores, equinos, entre outros hospedeiros, pois tém implicacdes relevantes para o
controle da doenga em &reas urbanas. Ferreira et. al, (2015) ao identificarem em roedores M.
musculus e R. Rattus a infec¢do mista (L. braziliensis e L. infantum), utilizando nested-PCR e
sequenciamento. Registro importante, visto que séo espécies de animais que tém se mostrado
frequentes na cidade, onde ocorreu o estudo

Pasa et. al. (2015), realizaram uma investigacdo sobre infeccdo mista em gatos na
Turquia, utilizando como método ELISA e PCR. E os resultados revelaram que a
identificacdo das espécies de Leishmania é essencial para o entendimento epidemioldgico da
infeccdo em gatos, pois os sinais clinicos avaliados isoladamente ndo sdo indicativos de
leishmaniose em gatos, como ocorre em cdes. Em um outro estudo de caso no mesmo ano,
também utilizando a técnica de PCR, foi identificada a ocorréncia de infeccdo mista em
amostras de cées da cidade de Sao Paulo (Brasil) (GUIMARAES et al, 2016).

E possivel observar nos trabalhos ja citados, a importancia da identificagio mais
minuciosa das espécies envolvidas na infec¢do, bem como a necessidade em se desenvolver
trabalhos que explorem a relacdo do parasito com 0s hospedeiros. Assim como, a interagéo
parasito com vetor, pois é através do vetor que ocorre a transmissao. Por isso, a necessidade
em desenvolver trabalhos que realizem essas analises e respondam esses questionamentos.

Na maioria dos ensaios, sdo utilizadas técnicas especificas para a identificacdo de
espécies. Métodos que facilitam e proporcionam melhores diagndsticos, ndo so nas infec¢oes
por Leishmania. Beneth et. al. (2017), ao realizarem a identificacdo de infecgdo mista (L.
infantum e L. tropica) em amostras de sangue e lesdes de cdes, compararam 0s métodos
padrdes utilizados. E observaram que as técnicas de PCR, PCR RFLP, sdo bem mais precisas,
que a sorologia por ELISA, com o antigeno de promastigota, para distinguir as espécies de
Leishmania envolvidas nas infecgdes caninas (BENETH et al, 2017).

Na Tunisia Souguir-Omrani et. al. (2018), identificaram a ocorréncia de infec¢do mista
por L. major e L. infantum em ourigos (Paraechinus aethiopicus e Atelerix algirus), através
de analises de PCR (DNA de Leishmania). Foi observada que uma pequena parcela
apresentava lesdes, enquanto a maioria era assintomatico. Importante dado, pois € o primeiro

registro de infeccdo mistas identificada nessa espécie, que é reservatorio para Leishmania
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(SOUGUIR-OMRANI et. al., 2018).

Souza et al. (2019), analisaram amostras de cdes com leishmaniose e verificaram a
presenca de animais com infeccdo mista por L. braziliensis e L. amazonensis. Inicialmente
foram realizados testes de sorologia(anti-Leishmania), que demonstraram reatividade cruzada
entre as espécies, enquanto o diagnostico por PCR (DNA Leishmania) permitiu alta
sensibilidade e identificacdo das espécies (SOUZA et. al., 2019). Esses achados destacaram a
importancia de estudos epidemioldgicos mais abrangentes, uma vez que o perfil de
transmissdo das leishmanioses pode estar mudando, pelo fato de alguns vetores serem mais
competentes para mais de uma espécie de Leishmania.

Durante a compilacdo dos artigos, foi possivel observar a escassez de trabalhos
experimentais envolvendo infecgdo mista. Abdullah et. al. (1998), realizaram o primeiro
trabalho in vitro na Alemanha, com células U-937(macr6fagos) e quatro cepas (L. mexicana
amazonensis, L. donovani DD8 e L. infantum D2) realizaram uma analise utilizando um
scanner de células ativadas por fluorescéncia, que o grupo acreditava ser uma metodologia
eficaz para a avaliagdo das amastigostas e promastigotas em cultura. Em seus resultados
observaram que a dominéncia ou exclusdo de uma espécie ndo ocorre, se a infeccdo com a
segunda cepa acontecer ap6s 3 horas (ABDULLAH et. al.1998). Todavia, a percepcao sobre
as infeccBes mistas e coinfecgdes nesse ano ainda eram minimas.

Strelkova et. al. (2001), ao avaliar a caracteristica de dominéncia das espécies, em um
ensaio in vivo, observaram que pode haver alteracdo na dindmica de transmissdo de
determinada espécie, nos casos de infecgdo Unica por L. major e L. turanica, podendo manter-
se na pele de gerbil (Rhombomys opimus), seu hospedeiro natural, por até seis meses. E
quando essa infeccdo se apresenta de forma mista, pode haver uma persisténcia de até 18
meses, favorecendo a manutengéo da L. major (STRELKOVA et. al.,2001). Indo de encontro
aos achados de ABDULLAH et. al.1998.

Em relacdo aos trabalhos que apresentaram investigacfes sobre aspectos imunoldgicos,
Gibson-Corley et. al (2017), ao realizar infecgdo mista por L. major e L. amazonensis em
camundongos Che/HeJe C57/BL com infeccdo mista por L. major e L. amazonensis.
Observaram que os animais apresentaram células B diferenciadas. Quando realizada infeccéo
no primeiro animal com L. major, as células B dificultaram a infecgdo com L. amazonensis e
a clinica foi menos grave. Enquanto no segundo animal, ndo foi observado uma interferéncia

das células na infecgdo e a clinica se apresentou de forma mais grave. O trabalho mostrou
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uma influéncia das células B e consequentemente do perfil imune do hospedeiro no controle
da infeccdo (GIBSON-CORLEY et. al, 2017). Revelando que além das diferentes espécies, 0s
diferentes perfis do hospedeiro, Thl (TNF-a ¢ IFN-y, ROS) ou Th2(IL-10, TGF-B), tém
grande influéncia na resposta imune frente a infec¢do. Entretanto, se faz necessario a
compreensdo sobre a participacdo das células B na resposta imune na infec¢do mista por
leishmania (SCORZA et al., 2017; COELHO et al, 2018).

O arsenal imunoldgico envolvido na resposta contra a leishmaniose é grande. As
diversas subpopula¢bes de celulas T CD4 (Thl, Th2, Th1l7 e T regulatdrias) guiam a
patologia para tipos distintos de resposta imunoldgica e manifestagdes clinicas. Dessa forma,
a determinacdo do desfecho da doenca vai depender de fatores que incluem, a atuacdo do
sistema imune do hospedeiro e a uma série de caracteristicas e habilidades do parasito
(FOWELL, 2009; ANVERSA et al., 2018).

Em um outro estudo de infeccdo mista experimental, utilizando o modelo hamster
(Mesocricetus auratus) infectado com L. amazonensis e L. infantum, mostrou por analises
histopatolégicas (laminas da lesdo), imunolégicas ( imunofluorescéncia) e moleculares( PCR
e sequenciamento), que as infec¢bes mistas estdo associadas a manifestacdes clinicas mais
graves, que as infecgdes Unicas pelas mesmas espécies, com L. amazonensis responsavel por
esplenomegalia precoce, lesdes de pele no local do in6culo, lesbes disseminadas e detec¢do
mais acelerada e com L. infantum podendo prevalecer com o passar do tempo (CELESTE et
al,2017).

Recentemente um estudo sobre os vetores, avaliou comportamento de Lutzomyia
longipalpis e Lutzomyia migonei, quando infectado com mais de uma espécie de Leishmania.
Foi observado que ao realizar a infecgéo, os parasitos se desenvolviam e ndo competiam entre
si, 0 que levou a classificar os vetores em duas categorias: vetores especificos, a exemplo
Phlebotomus papatasi, que permitia o desenvolvimento de uma ou duas espécies de parasitos
intimamente relacionados. E vetores permissivos, que suportavam infeccdes experimentais
por uma gama de Leishmania spp. L. migonei, foi considerado um vetor permissivo para uma
variedade de espécies como: L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum, que proliferaram,
durante os trés dias iniciais, crescendo de forma semelhante, mas com L. infantum a
presentando maior taxa de infeccdo nos vetores e uma proliferagéo significativamente mais
rapida (ALEXANDRE et. al., 2020).

Sdo bem relevantes os estudos que avaliam o desenvolvimento de duas espécies de
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parasitos, que causam formas diferentes de leishmaniose em um mesmo vetor. Pois, a
leishmaniose necessita do vetor para se disseminar e as novas competéncias podem contribuir

para 0 aumento da ocorréncia das infecgdes Unicas e infec¢Ges mistas

3.5. CONCLUSAO

A revisdo trouxe a percepcdo de que as infeccGes mistas, ocasionadas por diferentes
espécies de Leishmania, estdo presentes nos vetores e hospedeiros. Mas, ainda sdo escassos 0S
trabalhos envolvendo essa temética. Os trabalhos compilados, evidenciaram, a importancia
das técnicas moleculares nos diagndésticos e identificacdes de espécies. Além de trazerem
informagBes sobre as alteragbes de comportamento (viscerotropicas e dermotdpicas),
proliferacdo desigual e compartilhamento de estruturas (vactolos parasitoforos) pelas espécies
na infecgdo mista, caracteristicas que podem levar ao agravamento e dificuldade no controle
da infeccéo.

Entretanto, ainda existem muitos questionamentos, qual perfil da resposta imune é
desenvolvido na infeccdo mista? Qual a atuacdo das células B na infec¢do mista? O que leva
as espécies em meio compartilhado a promover um agravamento da infeccdo? Qual a
participacdo dos vacuolos parasitoforos na resisténcia das espécies na infeccdo mista? Sendo
necessario mais esclarecimento sobre as altera¢cbes do comportamento das espécies, curso
clinico e a resposta imunoldgica, relacionadas a essa infeccéo.

Por isso, estudos que analisem esses parametros, ainda desconhecidos, sdo importantes,
pois a leishmaniose é uma doenca endémica em grande parte do mundo e sua forma mista

pode ser uma das causas do aumento da sua morbidade e letalidade.
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CAPITULO 2



4.INTRODUCAO
As leishmanioses s&o um conjunto de doencas infecciosas tropicais e subtropicais,

causadas por parasitos do género Leishmania. As suas manifestacGes clinicas sdo variadas,
apresentando-se na forma de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), causada, por
exemplo, por L. brasiliensis, L. amazonensis, caracterizada por les6es cuténeas (localizada ou
difusa), mucocuténeas. E na forma de Leishmaniose Visceral (LV), causada pela L. chagasi,
com caracteristica sistémica (WHO, 2018).

No Brasil, por ser uma regido endémica e ocorrer sobreposicdo de espécies de LV e
LTA, o controle da transmissdo e infecgdo torna-se bem complexo. E embora os diagnosticos
soroldgicos e parasitoldgicos, tenham facilitado a vigilancia, em muitos casos a auséncia da
identificacdo das espécies impedir um controle efetivo (MADEIRA et al., 2006; SILVA et al.,
2011; PIRES et al,2014).

As infecgdes geralmente induzem uma resposta imunoldgica complexa, apresentando
caracteristicas de perfil inflamatorio ou regulatério nos individuos dependendo da espécie
envolvida, influenciando a forma clinica da doenca (SOONG et. al, 2012). Quando a
leishmaniose se apresenta de forma mista, as consequéncias podem ser mais graves. Infecgéo
mista € uma infeccdo simultdnea de um hospedeiro por dois ou mais patégenos. A
compreensdo da existéncia dessa forma de infeccdo foi acontecendo conforme as técnicas
experimentais e ferramentas moleculares foram evoluindo (NOWAK, 1995; HANSEN&
DAY, 2014; SHAPOURI-MOGHADDAM et. al, 2018).

Apesar de ainda poucos reportados, os casos de infeccdo simultanea na leishmaniose
podem levar a quadros clinicos graves e de dificil manejo. Analisar a resposta imunoldgica,
no contexto da infecgdo mista, pode elucidar questdes sobre o curso desse tipo de infeccdo

Todavia, trabalhos realizados no Brasil (SILVEIRA et. al., 1984; OLIVEIRA NETO
et. al., 1986); Quénia (MEBRAHTU et al.,1991); Sudado (IBRAHIM et. al., 1994) e Iraque
(AL-DIWANY et. al., 1995), mostraram que a infeccdo com esse comportamento pode ser
mais frequente. Esses primeiros estudos e relatos de casos mostraram registros mais antigos,
entretanto, em trabalhos mais recentes ja € possivel encontrar evidéncias de infeccoes
concomitantes de espécies de leishmania em humanos e em outros hospedeiros, como
caninos, equinos e no préprio vetor, revelando também que a presenca de duas espécies em
um mesmo hospedeiro pode intensificar a infeccdo (BABIKER et. al., 2014; CELESTE et. al,
2017).
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E para entender melhor o comportamento dos parasitos na infeccdo mista, é necessario
compreender o perfil imunoldgico e a relacdo parasito/hospedeiro existente nesse meio e a
influéncia desses aspectos na resisténcia ou suscetibilidade a infeccdo. Ressaltando que o
equilibrio de reacfes inflamatorios e regulatorias, durante a resposta imunolégica, leva ao
controle da infeccdo e o desequilibrio frequentemente determina a taxa de sobrevivéncia dos
parasitos (MENEZES, 2016).

O controle da infeccdo, esta relacionado a atuagdo organizada das células do sistema
imunolégico, principalmente os macrofagos, com grande participagdo na resposta frente a
leishmaniose. Os macrdéfagos possuem inumeras fungdes como: fagocitose de patégenos, de
celulas infectadas, de detritos, apresentacdo de antigenos, producdo de diferentes citocinas,
controlando muitas vezes a infeccdo, participando tanto da resposta imune inata como da
adaptativa (SHAPOURI-MOGHADDAM et. al., 2018).

Eles desempenham papel fundamental no manejo da infecgédo, pois, sdo as principais
celulas que controlam a replicacdo da Leishmania no fagolisossomo, estrutura que se
desenvolve no interior dos macréfagos. Em uma infeccdo com L. amazonenses a resposta
muitas vezes € dubia, apresentando um perfil inflamatorio ou regulatério com citocinas como:
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y), fator estimulador de colonias
de macrofagos de granuldcitos (GM-CSF), fator de crescimento transformante beta (TGF-b),
interleucina 10 (IL-10), apresentando uma variedade de formas clinicas. Enquanto a infec¢do
por L. chagasi, caracteriza-se por apresentar muitas vezes um perfil inflamat6ério com
producdo de interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e reativos de
0Xigénio e nitrogénio, apresentando-se de forma sistémica (AOKI, 2019).

A clinica da leishmaniose exibida no hospedeiro nas infeccdes com L. chagasi e L.
amazonensis, pode apresentar aspectos atipicos, como: o aparecimento de lesBes intensas,
com caracteristicas ulceradas vulcénicas, verrugosas, eczematosas, bem como
desenvolvimento das lesGes em regides do corpo incomuns como: tronco, nddegas e genitais.
Com infeccdo por L. amazonensis, podendo apresentar comportamento visceral e se
disseminando para varios 6rgaos, causando mudangas patoldgicas similares as produzidas na
forma visceral (MEIRELES, 2017). L chagasi, que tem sido identificada nas lesGes
localizadas e tem desenvolvido caracteristicas cronicas (RIBEIRO-ROMAO et. al., 2014;
CELESTE et. al., 2017). Vale ressaltar que em muitos casos atipicos a identificacdo das

60



espécies € ausente, levando ao questionamento se a ocorréncia é de uma infeccdo Unica com
caracteristicas incomuns ou de uma infeccdo mista (CHAGAS et. al, 2018).

Dessa forma, no caso de infeccdo mista experimental com duas espécies de
Leishmania, qual perfil de infeccdo serd predominante? Se as duas espécies podem ser
encontradas nas células do sistema fagocitico mononuclear concomitantemente, quais das
cepas teriam maior infectividade? Como elas modificam a resposta imune durante a infeccdo
in vitro? Portanto, entender as alteragcbes e as particularidades que ocorrem na infecgéo
quando se apresenta na forma mista, se faz necessario, visto que a espécie de Leishmania
envolvida na infeccdo influencia o curso clinico e a resposta imune. E o conhecimento dessas

novas caracteristicas podem levar a uma melhor estratégia de controle da doenca.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral

Investigar a resposta imune em macréfagos com infeccdo mista por Leishmania

amazonensis e Leishmania chagasi.

5.2. Objetivo especifico

Verificar a taxa de infecgdo das espécies na infecgdo Unica e mista por Leishmania
amazonensis GFP e Leishmania chagasi

e Comparar a capacidade fagocitica de macrofagos infectados na forma Unica e mista
por Leishmania amazonensis GFP e Leishmania chagasi.

e Analisar a producdo de 6xido nitrico e peroxido de hidrogénio na infecgdo Unica e
mista de Leishmania amazonensis GFP e Leishmania chagasi.

e Identificar possiveis alteragdes no comportamento dos vacuolos parasitéforos em

macrofagos infectados por Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi.

e Analisar a producdo de citocinas presentes no sobrenadante da cultura de macréfagos
infectados na forma Unica e mista por Leishmania amazonensis GFP e Leishmania

chagasi
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Culturas de células RAW 264.7
As células da linhagem RAW 264.7 foram mantidas em meio RPMI suplementado

com gentamicina e 10% de soro fetal bovino (SFB), acondicionadas na estufade COz a 37 °C.
As células foram coradas com azul de tripan para contagem em camara de Neubauer, com
auxilio do microscopio Optico de luz comum e ajustadas para a concentracdo de

1x10°células/mLem 500ul de meio por pogo (RASCHKE et. al., 1978).

6.2. Parasito

As formas promastigotas das cepas L. amazonensis (MHOM/BR/1987/BA-125),
marcadas com proteina verde fluorescente (GREEN FLUORESCENT PROTEIN- GFP),
cedidas pela Prof’. Dr* Silvia Uiliana do Instituto de Ciéncias Biomédicas (USP-SP) e L.
chagasi (MHOM/BR/1970/BH-46), foram cultivadas em meio Schneider e M199
suplementado com 10% de SFB e acondicionadas em estufa B.O.D a 25°C.

6.3 Delineamento Experimental

Procedimentos estdo descritos no fluxograma abaixo:

RAW 264.7 (M)
Infecgdo por L.a.(GFP) e L.c.
24 e 48h / placa de 24 pogos

M M M
M + + +
L.a. L.c LA+Lc

Taxa de infecgdo =
% de macréfagos infectados X N2 de
amastigotas / N2 total de macréfagos

Dosagem de Dosagem de Andlise Quantificagdo de
NO (Griess) H:0:(DHR/PMA) morfoldgica citocina (CBA)

Analise estatistica
(GraphPadPrism 7.0)

Figura 10. Fluxograma analitico do trabalho.
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6.4 Infeccao dos Macrofagos
Os macrofagos foram co-incubados com promastigotas de Leishmania amazonensis

GFP e/ou Leishmania chagasi, em placa de 24 pogos na proporcido de um macréfago para dez
parasitos (1:10), durante 4 horas em estufa a 5% de CO2, 37 °C. Em seguida, os pogos foram
lavados com meio RPMI-1640 para remogao dos parasitos extracelulares e novamente reposto
para os fagdcitos serem incubados em estufa nos tempos de 24 e 48 horas (Figura 10). Os

ensaios foram realizados com macréfagos que ndo receberam estimulo (MO).

M M+L.a M + L.c M +L.a/L.c
F <
S
24h O ¢ a @ ‘.
e “ e e
<
¢ o &
48h C .. O " O ...
e g oy - «@

@ -L. amazonensis (GFP) (L.a)

@& -L. Chagasi (L.c)
@ _Macroéfago (RAW 264,7) (M)

Figura 11. Disposi¢do dos grupos

6.5. Avaliacdo da taxa de infeccao de macrofagos MO
Apos o periodo de infec¢do dos macrofagos na placa de 24 pocos, as laminulas

presentes no fundo da placa foram retiradas, lavadas com PBS estéril e coradas com Giemsa a
10%, para analise em microscopio optico de fluorescéncia, com auxilio de 6leo de imersao na
objetiva de 100x (ZAKALI et. al, 1998; SILVA JR. et. al, 2015). As laminulas foram
divididas em quadrantes e realizada a contagem de 100 macréfagos por laminula. Desses 100
macrofagos, foi feita a contagem das amastigotas presentes no citoplasma e posteriormente

realizadoo calculo da taxa de infecgdo utilizando a seguinte formula (PATRICIO, 2011):
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IN® d= amastigotas

Taxa de infeccdao = % de macrofagos infectados x
¢ 0 g " total d= macrofaso:

As espécies foram diferenciadas pela expressdo de fluorescéncia presente somente
nas Leishmanias amazonensis. Além disso, a contagem das amastigotas ocorreu no campo
claro e no campo escuro do microscépio 6ptico de fluorescéncia e posteriormente realizada a

diferenca entre a quantidade observada em cada campo.

6.6. Dosagem de NO
Ap6s o tempo de 24 e 48 horas, das infecgdes, SOuL do sobrenadante das culturas

foi retirado para realizacdo da dosagem de NO, através da adicdo de 50uL do reagente

Griess. A leitura foi feita no espectrofotdmetro a 540nm (DING, 1988).

6.7. Dosagem de Peréxido de Hidrogénio (Hz O2)
Para dosagem de H20:, foi retirado o sobrenadante dos pogos, apds 24 e 48horas de

infeccdo e adicionado em outra placa com o PBS. Essa placa foi centrifugada e o
sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspenso em PBS, e foi adicionado o DHR
(dihidrorodamina) (100nM) e posteriormente foi incubada em estufa a 37°C, por 10 minutos.
Apds o tempo de reagdo com o DHR, adicionou-se o0 PMA (phorbol myristate acetate) (50
nM) nos pogos pré-definidos e depois a placa foi incubada novamente emestufa a 37°C por 60
min. A suspensdo celular foi entdo lavada com PBS, centrifugada e ressuspensa em 200uL de
PBS. Depois as células foram avaliadas em citdmetro de fluxo, com os parametros de
complexidade (SSC) e tamanho celular (FSC) definindo pelo gate de aquisi¢do das células, no

FACS Calibur (CHEN & JUNGER, 2012).

6.8. Morfometria
As laminulas foram retiradas da placa, lavadas com PBS e enxutas delicadamente.

Em seguida, foram fixadas com paraformaldeido durante 2 minutos e depois coradas com
Giemsa a 10% por 10 minutos. Novamente as laminas foram enxutas, desta vez em
temperatura ambiente (protegidas contra particulas externas) por no minimo 24 horas. Depois
as laminulas foram seladas com balsamo do Canada e posteriormente feita analise em
microscopio optico de fluorescéncia (ZAKAI et. al., 1998).

No microscopio optico de fluorescéncia (invertido NIKON®, modelo eclipse Ti-
U) e do programa NIS-Elements advanced research (Nikon Corporation ®, Japdo) foi

avaliado o tamanho das amastigotas e a quantidade e area dos vactolos parasitoforos por
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grupo, com aumento de 1000x, mensurando em micrometro (um) o comprimento (L) e
largura (W) dos vacuolos parasitéforos (ZAKAI et. al., 1998; SILVA JR. et. al., 2015).

6.9 Dosagem de citocinas
Para a quantificacdo das citocinas IL-6, IFN-y MCP-1e TNF-a foi realizada a técnica

de CBA, ensaio citométrico de esferas ordenadas. Todos os reagentes utilizados foram
provenientes do Kit (Mouse Th1/Th2/Th17 cytokine Kit) obtidos da Becton Dickinson
Biosciences (San Jose, CA, USA). O sobrenadante da cultura ap6s a infec¢do dos macrofagos,
foi centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente para precipitacdo de
debris. Em cada poco da placa de 96 pocgos, fundo U, foi adicionado 25 pL da amostra padrdo
fornecida pelo fabricante e das amostras a serem testadas. Em seguida foi colocado 25uL de
cada reagente ‘“‘cytokinebeads” para marcar a produgdo de cada citocina e 25 uL de anticorpo
conjugado ao fluorocromo PE. Os tubos foram homogeneizados e incubados a temperatura
ambiente por 3 horas protegidos da luz. Apds o periodo de incubagdo as amostras foram
ressuspensas com 300 pL de solugdo tampdo. A placa foi centrifugada por 10 minutos a 1500
rpm e o sobrenadante descartado. As amostras foram entdo novamente ressuspensas em 150
ML de solucdo tampéo para leitura no citdmetro de fluxo FACS calibur (Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA). Apos a leitura dos padrbes e das amostras, os dados foram analisados no
software FCAP ARRAY Versdo 3.0 (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), onde os valores

foram expressos em pg/mL para cada citocina.

6.10 Andlise Estatistica
As andlises estatisticas foram realizadas com software Prism 7.0 (GraphPad Software

Inc.). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para averiguar a normalidade dos dados.
Em seguida, realizou-se ANOVA com poés-teste de Bonferroni para variaveis paramétricas ou
o teste de Kruskal-Walis com pos-teste de Duns para variaveis ndo paramétricas. Em todos os
casos, os resultados foram considerados significantes quando, p< 0,05. Os dados obtidos

foram expressos como média + desvio padréo.

7. RESULTADOS
Foram avaliadas a taxa de infeccdo, formacdo de vacutolos, producdo de peroxido de

hidrogénio e citocinas inflamatérias. Parametros importantes, pois a resposta imunoldgica da

celula quando infectada com L. amazonensis se difere de quando infectada com L. chagasi,
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caracteristica que estd relacionada com o perfil de infeccdo de cada espécie (HERMIDA,
2016).

7.1 Taxa de Infeccio de macrofagos MO
Observou-se que, no periodo de 24 e 48h o grupo LA (L. amazonensis)

apresentoutaxa de infeccdo maior que o grupo LA + LC (infec¢do mista). Entretanto quando
avaliada a taxa de infeccdo na infeccdo mista, o grupo que apresentou maior proliferagdo foi

LC (L. chagasi) diferindo do comportamento observados nas infec¢des unicas (LA e LC).
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Figura 12. Infec¢iio de macréfagos por Leishmania: Taxa de infecgdo (formula)de macrofagos RAW 264.7

5
(1x10 ). Grupos LA (infectado por L. amazonensis), LC (infectado com L. chagasi) e LA+LC (infeccdo mista
com L. amazonensis e L. chagasi (A1) Taxa de infecgdo por 24 horas. (B1) Taxa de infeccdo por 48 horas. (A)
Taxa de infecgdo na infeccdo mista por 24 horas. (B) Taxa de infec¢do na infecgdo mista por 48 horas. Os dados

estdo expressos em média = desvio padrdo, onde * p < 0,05, diferenca entre os grupos (Teste Kruskal-Wallis
com pos teste de Duns).
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7.2 Macrofagos RAW 264.7 infectados por Leishmania amazonensis (GFP) e Leishmania
chagasi

24h 48h

25um

M + L. a.

M + L. c.

Figura 13. Macrofagos (RAW 264.7) infectados por Leishmania amazonensis (GFP) e Leishmania chagasi. (M)
Macroéfagos nao infectados; (M+L.a) Macréfagos infectados com L. amazonensis; (M+L.c) Macrofagos infectados com L.
chagasi. (M+L.a+L.c) (Infec¢do mista) Macrofagos infectados com L. amazonensis e L. chagasi. Setas pretas (amastigotas
L. chagasi) e as setas vermelhas (amastigotas L. amazonensis). As laminulas foram retiradas da placa de 24 pocos, coradas
com Giemsa e visualizadas através do Microscopio Optico de Fluorescéncia Nikon Eclipse Ti.
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7.3 Quantifica¢do de NO e Peroxido de Hidrogénio (H202) em macréfagos
A produgido de 6xido nitrico ndo foi detectada no sobrenadante das culturas.

Ao avaliar a produgdo de H202 nos tempos de 24 e 48h, o grupo infec¢do mista (LA +
LC) demonstrou uma produgdo menor, comparado aos grupos LA e LC. Mas analisando a

producdo em relagdo ao periodo o grupo LA+LC e grupo LC demonstraram aumento

significativo.
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Figura 14. Produciio de Peroxido de hidrogénio (H20:). Os macrofagos RAW 264.7 (1x10°/pogo) foram
infectados com a forma promastigota de L. amazonensis e/ou L. chagasi (1x10%pogo). Em seguida foram
marcados via DHR para avaliagdo da produgido de H»O.. (A) Producido de H>O, no periodo de 24h.(B)
Produgao de H,O: no periodo de 48h. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo, onde * p < 0,05,
diferenca entre os grupos (Teste Kruskal-Wallis com pds teste Duns).

7.4 Quantificacio de citocinas
A quantificagdo das citocinas, IL-6, IFN-y ndo foram detectadas no sobrenadante das

culturas, mas a produgdo de TNF-a no periodo de 24h, assim como no de 48h nos grupos
LA+LC e LA foram maiores comparado com o grupo LC. A produ¢do de MCP-1 no periodo
de 24h foi relevante na infeccdo mista (LA+LC) e na LA. No periodo de 48h todos os grupos

demonstraram elevada produgdo da quimiocina.
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Figura 15. Quantifica¢io de Citocinas TNF-a. Os macrofagos RAW 264.7 (1x10°/pogo) foram infectados

com a forma promastigota de L. amazonensis e/ou L. chagasi (1x10%pogo) em dois periodos. O
sobrenadante da cultura foi utilizado para quantificagiao de citocinas via técnica de CBA. (A) Quantificagio
TNF-cem 24h. (B) Quantificacdo de TNF-oem 48h.0s dados estdo expressos em média + desvio padrio, 68
onde * p <0,05, diferenga entre os grupos (Teste Kruskal-Wallis com poés teste Duns).
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Figura 16. Quantificacio de Citocinas MCP-1. Os macrofagos RAW 264.7 (1x10/pogo) foram infectados
com a forma promastigota de L. amazonensis e/ou L. chagasi (1x10%pogo) em dois periodos. O sobrenadante
da cultura foi utilizado para quantificagio de citocinas via técnica de CBA(A) Quantificagio MCP-1em 24h.
(B) Quantificacdo de MCP-1lem 48h.0s dados estdo expressos em média + desvio padrdo, onde * p < 0,05,
diferenca entre os grupos (Teste Kruskal-Wallis com pos teste Duns).

7.5. Quantidades de Vacuolo

Observou-se que, ndo houve uma diferenca quando se comparou a quantidade de
vacuolos entre os grupos infectados durante o periodo de 24 horas. Entretanto no periodo de
48 horas, foi verificado que nas infeccdes tnicas LA e LC ndo foram notadas grandes
alteragdes, mas no grupo de infeccio mista (LA+ LC) percebeu-se uma significativa

diminui¢@o na quantidade dessas estruturas.
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Figura 17. Quantidades de Vacuolos. Quantidade de vacuolos apresentados nos grupos LA (RAW 264.7
infectado com L. amazonensis), LC (RAW 264.7 infectado com L. chagasi) e LA+LC (RAW 264.7 infectado
com L. amazonensis e L. chagasi), em dois tempos de infec¢do (A) Quantidade de vacuolos no periodo de 24
horas (B) Quantidade de vactiolos por 48 horas. Os dados estao expressos em média + desvio padrdo, onde * p
< 0,05, diferenca entre os grupos (Teste Kruskal-Wallis com pds teste Duns).

7.6 Area de Vacuolos

Observou-se que em relagdo a area de vacuolos, no periodo de 24 horas, ndo houve
diferenca entre os grupos, entretanto, analisando o tempo de 48 horas notou-se claramente
uma diferenga no grupo LC em relag@o aos grupos LA e LA+LC, demostrando um aumento

na area dos vacuolos no grupo parasitado com L. chagasi.
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Figura 18. Area de Vacutolos. Tamanho dos vactolos parasitoforos medidos em pm?, apresentados nos grupos
LA (RAW 264.7 infectado com L. amazonensis), LC (RAW 264.7 infectado com L. chagasi) e LA+LC (RAW
264.7 infectado com L. amazonensis e L. chagasi), em dois tempos de infeccdo (A)Area dos vactolos no
periodo de 24 horas (B)Area dos vacuolos por 48 horas. Os dados estdo expressos em média + desvio padréo,
onde * p < 0,05, diferenca entre os grupos (Teste Kruskal-Wallis com pds teste de Duns).

8. DISCUSSAO
Os estudos ainda sdo escassos e a compreensdo ndo € clara sobre a interacdo entre o0s

parasitos quando a infeccdo mista ocorre na presenca de duas ou mais espécies de
Leishmania. Aspectos como: relagdo parasito-hospedeiro e a resposta imune precisam ser
elucidados. E com objetivo de avaliar a resposta imune e as alteragdes ocorridas na infeccdo
dos macrdfagospor L. amazonensis e L chagasi, foram realizados testes in vitro e
posteriormente analises de alguns parametros.

Apos a infeccdo dos macrdfagos pelas espécies, foi medida inicialmente a taxa de
infeccdo (Figura 12). Ao analisar os resultados, notou-se que o grupo de infec¢do Unica LA
(L. amazonensis) apresentou uma taxa de infeccdo mais elevada em ambos o0s tempos
avaliados (24h e 48h), quando comparado com os demais grupos. Caracteristica ja observada
em outros estudos que analisaram o comportamento da L. amazonensis e a descreveram como
uma espécie que apresenta altas taxas de infeccdo, por modular a agdo da TNF-a de um perfil
inflamatorio para um regulatério (LIU et al, 2014; AOKI et al, 2019). Também foi observado
que o grupo infeccdo mista (LA+LC) ndo apresentou uma taxa de infeccdo tdo expressiva,
quando comparado ao grupo LA. Entretanto, quando medida a taxa de infec¢do no grupo de
infeccdo mista, a espécie que apresentou maior taxa foi L. chagasi. Martinez et. al. (2002), em
um trabalho com pacientes com infeccdo mista, ao realizar uma cultura com as especies L.

amazonensis e L. infantum, no mesmo meio, observaram uma dominancia da L. amazonensis,
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inibindo o crescimento da L. infantum. Mostrando que existe a capacidade de uma espécie de
eliminar a outra quando estdo presentes em um meio compartilhado.

Em um teste in vivo, realizado com hamster (Mesocricetus ratus), foi observado que
em macrdfagos infectados concomitantemente com L. amazonensis e L. infantum, a primeira
espécie foi uma das responsaveis por esplenomegalia precoce, assim como por lesBes de pele
no local do indculo e lesBes disseminadas. Nesse caso, a visceralizagdo da L. amazonensis
pode estar relacionada com a busca das espécies em se estabelecer no hospedeiro, podendo L.
infantum estar comprometendo a proliferacdo da L. amazonensis nos macrofagos, assim
alterando seu comportamento (CELESTE et al, 2017).

Observando o resultado da taxa de infeccdo na infeccdo mista (LA+LC), L. chagasi,
pode estar apresentando uma taxa de infeccdo maior inicialmente pois, mesmo que cada
espécies, na infeccdo Unica, tenha proliferacdo e estabelecimento diferente, o
compartilhamento na célula pode modificagdo comportamentos vistos na infec¢cdo por uma
espécie. Como L. amazonensis possui uma capacidade proliferativa alta na infeccdo Unica, a
existéncia de uma competicdo no meio é uma caracteristica que vale a pena ressaltar, visto
que as duas espécies possuem 0 mesmo nicho e mesmo objetivo, proliferar e sobreviver no
hospedeiro.

A ocorréncia de proliferacdo desigual e migracdo e/ou eliminagdo de uma das
espécies em culturas mistas, pode ser um fator que dificulte a identificacdo em procedimentos
de isolamento e caracterizagdo das infecgOes mistas (ABREU-SILVA et al., 2004,
RAFIZADEH S. et al., 2016; CELESTE et. al., 2017).

Os macréfagos quando fagocitam o0s parasitos, se destacam pela variedade de
mecanismos microbicidas para controlar e eliminar o agente intracelular, como: 6xido nitrico
(NO) e Perdxido de hidrogénio (H202), que sdo considerados um dos principais mediadores
leishmanicidas (BOGDAN et. al., 2015).

Ao analisar o NO, ndo foi observado uma produgéo significativa. Possivelmente pelo
fato de o macrofago ser MO, resultado encontrado tambémem um trabalho do grupo do
Laboratério de Imunofisilogia (UFMA), que avaliou a produgdo de NO em macréfagos MO,
M1, M2 e observou que a producdo de NO é baixa em MO, isso pelo fato da alta capacidade
do parasito em estimular a atividade do complexo inflamassomano M1 e ndao no MO,

induzindo a producdo da citocina IL-1p ¢ TNF-a, que atuam no aumento da ativagdo e
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producdo de oxido nitrico nas células parasitadas (LIMA-JUNIOR et. al., 2013; SILVA,
2018).

Além do NO, também foi verificada a producéo de H202 nos macréfagos via marcacao
por DHR (Figura 14). Ao observar os resultados, a producdo se mostrou mais expressiva nos
grupos de infeccdo unica (LA e LC) nos dois tempos. Principalmente no grupo LC,
possivelmente porque a ativacdo dos macréfagos na LV (L. chagasi, L. donovani) ocorre via
IFN-y, que resulta na sintese de reativos de nitrogénio e oxigénio (NO, H20.) e pela baixa
producdo dos antioxidantes pela molécula de NO. Assim ndo havendo o balanco redox e dessa
forma, a produgdo de anion superoxido (O2-) aumenta pela baixa producdo de NO, que
culmina no aumento da producdo de EROS (WINK et al., 2011, SILVA, 2018; CHISTIAKO
et. al., 2018).

Quando avaliado o grupo de infeccdo mista (LA + LC) no tempo de 48h, foi
observado um aumento na produgdo H202 comparando com tempo de 24h. Santos-Pereira
(2019) observou em um estudo comparativo, que a influéncia de L. infantum em relacdo a
producdo de reativos de oxigénio foi bem maior que a de L. amazonensis, revelando que L.
infantum desenvolveu um perfil Thl (inflamatdrio). Desse modo, sugerimos que essa
producdo observada no grupo de infecgdo mista pode estar sendo influenciada pela L. chagasi
mais do que pela L. amazonensis.

Valendo ressaltar que durante o reconhecimento por receptores de membrana e
consequente fagocitose do parasito, o “burst oxidativo”, via NADPH oxidase, ¢ iniciado. Este
mecanismo é de grande importancia na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), onde
se destaca 0 H202 que atua em componentes celulares do parasito, como proteinas e lipidios,
além de causar aumento da permeabilidade da membrana e danos ao DNA, culminando na
destruicdo da leishmania (SCOTT & NOVAIS, 2016). Entretanto, a producdo exagerada de
H20> compromete a célula e para uma resposta equilibrada se faz necessario a producdo de
citocinas como TNF-a, IL-4, IL-10, que contribuem para uma regulagéo e reagdo mais eficaz
da célula contra o patdgeno (POLARI LP et. al., 2019).

Foi realizada também a quantificagdo das citocinas produzidas no sobrenadante das
culturas (Figura 15). As citocinas IL-6, IFN-y ndo foram detectadas, apenas TNF-oa. e MCP-1.
E ao avaliar a produgdo de TNF-o, foi verificada nos grupos LA+LC e LA uma producdo
acentuada, em comparagdo com o grupo LC, no periodo de 24 e 48 horas.
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A TNF-a ¢ uma citocina importante no controle de LTA e LV, atuando no equilibro da
resposta imune. A producdo de TNF-a pelos macréfagos, apds o inicio da infeccdo, induz a
acdo do IFN-gama que vai promover a ativacdo dos macréfagos e producgdo de radicais livres
como Oz e NO2 e as ROS (MUNIZ et. al., 2016; NOVAIS et. al., 2017; POLARI et. al.,
2019).

Essa caracteristica dubia da citocina é bem observada na resposta imune contra a LTA.
J& foi relatado que infecgBes causadas por L. amazonensis, desenvolvem respostas imunes
com presenca significativa de TNF-a, uma das possiveis justificativas para a existéncia das
variadas formas clinicas (NOVAIS et al., 2017). Considerando o perfil de resposta
desenvolvido pela L. amazonensis e observando que a producdo dessa citocina no grupo
LA+LC foi semelhante a observada no grupo LA, é possivel que o aumento dessa citocina na
infecc@o mista esteja sendo influenciada mais pela L. amazonensis do que pela L. chagasi.

A influéncia de TNF-a na infecgdo mista, foi observada no trabalho de Chagas et. al.
(2018), que verificaram aspectos imunolégicos e clinicos na infeccdopor L. naiffi e L.
braziliensis. A infeccdo mista apresentou maior expressdo de RNAm de TNF-a, que explicou
a degeneracdo tecidual e agravamento clinico, em modelo hamster, levando a forma mais
grave da doenga (presenca de lesdes grandes e edemaciadas), diferente da observada nas
infeccbes Unicas pelas mesmas espécies, evidenciando que na infeccdo mista a clinica se
mostrou intensificada (CHAGAS et. al., 2018).

Em relagdo & MCP-1, foi verificada producdo expressiva no grupo LA+LC e no grupo
LA no periodo de 24h. J& no periodo de 48h, a produgdo dessa quimiocina foi elevada em
todos os grupos sem diferenca estatistica entre eles.

As citocinas desempenham funcéo no recrutamento e na ativacdo celular de fagocitos
para o sitio inflamatorio, assim como a quimiocina MCP-1, que induz reativos de oxigénio
intermediarios ou via producéo de Oxido nitrico, como um possivel biomarcador de cura na
LTA ou favorecendo a infeccdo de novas células na fase aguda, principalmente em modelos
invivo (DUQUE & DESCOTEAUX, 2015, WANG, 2019). Como ndo houve uma diferenca
entre 0s grupos com relacdo a producdo da MCP-1 e no periodo de 48h houve um aumento
expressivo, ela ndo foi o pardmetro claro de avaliagdo da resposta na infecgdo mista, muito
pelo fato de estar relacionada a uma variedade de papéis na resposta imune contra leishmania.

Além da regulacdo da resposta imunoldgica, que pode favorecer a sobrevivéncia do

parasito, a leishmania desenvolve complexas estratégias que também ajudam na evasdo do
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sistema imune e uma dessas estratégias € o desenvolvimento das estruturas denominadas
vaclolos parasitoforos (VP), que facilitam a proliferagdo do parasito no fagolisossomo,
levando as células hospedeiras ao rompimento (DUQUE &DESCOTEAUX et. al., 2015)

Nos macrofagos, os parasitos conseguem sobreviver no vacuolo parasitéforo devido a
alguns mecanismos utilizados para “driblar” a atividade antimicrobiana deste hospedeiro.
Esses mecanismos incluem a degradacdo das proteinas que medeiam o trafico de vesiculas
pela GP63, interrompendo a apresentacdo cruzada de antigenos e a secre¢do de citocinas
proinflamatdrias (DUQUE & DESCOTEAUX et. al., 2015).

A avaliagdo da quantidade e area dos VPs, foram pardmetros importantes, visto que é a
regido onde abriga as amastigotas quando sdo fagocitadas, favorecendo seu estabelecimento
no organismo do hospedeiro (DIAS et, al. 2014). Observou-se que no tempo de 24h a
quantidade de VPs (Figura 17) presente nos trés grupos (LA, LC, LA+LC) ndo demonstrou
diferenca. J& no tempo de 48h, o grupo LA+LC apresentou uma reducdo na quantidade dos
vacuolos, quando comparado as infec¢cGes com uma unica Leishmania (LA e LC) (Figura 16).
A reducdo na quantidade de vactolos no grupo infeccdo mista pode estar relacionada ao
compartilhamento desses vacuolos.

Real et. al. (2011), observaram em um experimento in vitro com L. major e L.
amazonensis, que as espécies compartilharam os VPs na sua forma promastigota e L.
amazonensis impediu a proliferagdo da L. major. Entretanto, quando avaliado o
compartilhamento na forma amastigota néo foi confirmada totalmente a fus&o.

J& em outro trabalho mais recente, foi observado que existem diferencas significativas
na formacdo desses compartimentos, induzidos por diferentes espécies de Leishmania. Os
VVPs produzidos na infeccdo por L. amazonensis sdo grandes e conttm uma quantidade
expressiva de amastigotas, enquanto na infec¢do por L. donovani e L. chagasi s&o pequenos
com poucas amastigotas (GHAGAS et. al., 2018). Nesse sentido, é possivel que a diminuicéo
na quantidade dos vactolos no grupo LA + LC, deva-se pelo fato de haver duas espécies com
caracteristicas de formacdes estruturais de VPs diferentes compartilhando a mesma célula.

Ao avaliar a area do vacuolo (Figura 18), foi possivel verificar que no tempo de 24h
o tamanho dos VPs nos trés grupos, ndo demonstrou diferenca significativa. Mas no tempo de
48h, foi observado que apenas o grupo LC apresentou um aumento expressivo dessa estrutura.
Estudos anteriores mostraram que espécies de L. amazonensis e L. mexicana tem potencial de

formacdo de vacUolos parasitoforos gigantes, que servem como protecdo para os efeitos
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leishmanicida como producéo de NO e ROS (NOVAISet. al., 2016). Nesse sentido, como foi
0 grupo LC que apresentou uma producdo expressiva de H202, é possivel que 0 aumento na
extensdo dos vacuolos nesse grupo seja um mecanismo de protecdo da L. chagasi.

Os resultados das andlises demostraram, que a relacdo entre as duas espécies (L.
chagasi e L. amazonensis) na infeccdo mista, € de competicdo. Inicialmente comaespécie L.
chagasi apresentando maior taxa de infeccdo, com a producdo de peréxido de hidrogénio
influenciada pela L. chagasi e a produgdo de TNF-a, possivelmente, influenciada pela L.
amazonensis. Revelando caracteristicas diferenciadas na formacéo dos vacuolos parasitoforos
e no compartilhamento dessas estruturas pelas espécies.

Os dados apresentados mostraram a importancia de compreender 0 comportamento da
infeccdo mista, pois a influéncia das espécies na resposta imune, no estabelecimento do
protozodrio no hospedeiro e no curso da infeccdo, ocorre de forma diferente no
meiocompartilhado. Por isso, investigaces que analisem o comportamento das espécies, a
relacdo parasita-hospedeiro, alteracbes morfoldgicas e imunolégicas, sdo necessarias, pois as
infeccOes mistas podem estar acontecendo silenciosamente, contribuindo parao agravamento e

aumento da letalidade da leishmaniose.
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9. CONCLUSAO

A relacdo das espécies, L. chagasi e L. amazonensis, na infeccdo mista é de
competi¢cdo, com elas proliferando de forma desigual, buscando se estabelecer no
macrofago.

A producdo de peroxido de hidrogénio na coinfeccdo foi semelhante a observada na
infeccdo Unica por L. chagasi, como essa espécie desenvolve uma resposta mais
inflamatoria, sugere-se que a producdo do reativo na infeccdo mista esteja sendo
influenciado pela L. chagasi.

A produgdo de TNF-a se mostrou elevada na infecgdo tnica por L. amazonensis e na
infeccdo mista, sugerindo que a producdo dessa citocina na infecgdo mista esteja sob
influéncia da L. amazonensis.

A quantidade de vacuolos na infeccdo mista foi menor, comparada a quantidade nas
infeccBes Unicas por L. chagasi e L. amazonensis, por possivelmente estar ocorrendo o
compartilhamento dessas estruturas pelas espécies.
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