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RESUMO

Em diversas areas da América Latina, a distribuicdo geografica da leishmaniose cutanea (LC)
se sobrepde a &reas de transmissdo da doenca de Chagas, sendo a infec¢do por Trypanosoma
cruzi documentada em 12 a 70% dos pacientes com sintomas clinicos de leishmaniose. O
objetivo deste estudo foi investigar se a coinfecgdo com T. cruzi de pacientes com LC causada
por Leishmania braziliensis estd associada a inducéo clinica da leishmaniose. Foi realizado
um inquérito sorologico com cento e oitenta soros de pacientes com LC causada por L.
braziliensis, onde foram utilizadas proteinas quiméricas especificas do T. cruzi para detectar a
coinfeccdo nesses pacientes. Foram identificados 20 pacientes com LC coinfectados com
T.cruzi, todos com titulos de anticorpos anti-Leishmania superiores aos pacientes infectados
apenas pela Leishmania. Quanto a producdo de citocinas, IL-6 foi a que apresentou maiores
niveis no grupo de pacientes coinfectados comparado com 0 grupo somente com
leishmaniose. N&o houve diferenca estatistica na produgdo de IFN-y, TNF, IL-1B entre
pacientes coinfectados com Leishmania braziliensis e T.cruzi. Em relacdo ao desfecho clinico,
quatorze (70%) dos vinte pacientes coinfectados falharam a terapia com antimonio, enquanto
sessenta e oito pacientes (42%) dos cento de sessenta pacientes infectados apenas por
Leishmania, falharam. Esses resultados indicam que a coinfeccdo pode interferir na resposta
imune, e influencia na resposta ao tratamento de pacientes com LC causada por L.
braziliensis.

Palavras-Chave: Leishmaniose; Doenca de Chagas; coinfec¢do; Resposta imune; Desfecho
clinico.



ABSTRACT

In several areas of Latin America, the geographic distribution of cutaneous leishmaniasis (CL)
overlaps with areas of Chagas disease transmission ranging from 12 to 70% of patients with
clinical symptoms of leishmaniasis. The aim of this study was to investigate whether
coinfection with T. cruzi of patients with CL caused by Leishmania braziliensis is associated
with clinical induction of leishmaniasis. A case-control study was carried out with one
hundred and eighty sera from patients with CL caused by L. braziliensis, where chimeric
proteins specific to Trypanosoma cruzi were used to detect coinfection with Chagas disease.
We identified 20 patients with CL who were coinfected with T.cruzi, all of whom had higher
anti-Leishmania antibody titers than patients infected with Leishmania alone. As for the
production of cytokines, IL-6 was the one with the highest levels in the group of co-infected
patients compared to the group with leishmaniasis alone. There was no statistical difference in
the production of IFN-y, TNF, IL-1p between patients coinfected with Leishmania
braziliensis and T.cruzi. With regard to clinical outcome, fourteen (70%) of the co-infected
patients failed antimonial therapy, and of patients with Leishmania infection alone, a total of
sixty-two (42%) failed. These results indicate that co-infection can interfere with the immune
response and influence the response to treatment of patients with CL caused by L.
braziliensis.

Key words: Leishmaniasis; Chagas disease; Coinfection; Immune response; Clinical outcome.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca de carater zoono6tico que
acomete 0 homem e diversas espécies de animais silvestres e domésticos. A doencga é causada
por diferentes espécies de Leishmania, com manifestacdes clinicas que variam desde lesGes
cutaneas, que podem curar espontaneamente, até graves lesdes mucocutaneas desfigurantes.
(NEVES, 2016. REIS, 2006). Além disso, podem ser resistentes ao tratamento preconizado
pelo Ministério da Salde.

A Leishmania (Viannia) braziliensis € o principal agente etioldgico da LTA no Brasil,
sendo registrados aproximadamente 21.000 casos/ano de LTA (MINISTERIO DA SAUDE,
2015). Na Bahia, observa-se ampla dispersdo e transmissdo principalmente na area rural,
sendo endémica em praticamente todo estado, com surtos epidémicos registrados em varias
localidades, dentre elas, a regido de Corte de Pedra. Em 2021, no periodo de 01 de janeiro a
31 de dezembro, foram registrados 1.370 casos novos confirmados de Leishmaniose
Tegumentar, dispersos em 161 municipios, apresentando coeficiente de incidéncia de 9,2
casos/100 mil habitantes. (COSTA, 2012, SESAB,2022).

No que diz respeito & imunopatologia da LTA, ha evidéncias recentes do
envolvimento de perfis de subconjuntos de células T CD4+ (Thl, Th2, Thl7 e Treg
Foxp3+CD4+CD25+) e CD8+, bem como algumas citocinas produzidas por essas células,
como, IFN-y, IL-4, IL-10 e TGF-B, bem como a expressao de iNOS em todo o espectro
clinico imunopatoldgico da doenca causada por L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis.
(CAMPQOS, 2018).

A resposta imune do tipo Thl associada a expressao significativa de células T CD8+,
IFN-y e iINOS deve ser enfatizada na determinacdo da resisténcia contra infecc¢oes
leishmanias. Este é, em geral, o perfil de resposta imune encontrado na maioria das formas
clinicas de LTA (LCL, LCD e LM) com excecdo de LCD, que é caracterizada por uma forte
resposta imune do tipo CD4+/Th2 associada a baixos niveis de CD8+ T células e alta
expressdo de citocinas IL-4, IL-10 e TGF-B. (CAMPOS, 2018).

O padréo de resposta imune da infeccdo causada por L. braziliensis é do tipo Thl, com
producdo de citocinas como IFN-Y e¢ TNF-a associadas com a ativagdo macrofagica e
destruicdo parasitaria, neste ambiente inflamatdrio, as células TCD4, TCD8 e natural Killer
(NK) exercem um papel fundamental na producdo de IFN-y para o controle do parasito.
Enquanto os mecanismos que levam ao perfil Th2, induzem a producéo de IL-4, IL-10 e TGF-
B e participam da imunorregulagio (CASTRO, 2013. DANTAS, et al. 2014). Embora a



resposta imune Thl seja importante para controlar o crescimento do parasita e prevenir a
proliferacdo e disseminacdo de Leishmania, hd evidéncias substanciais de que a ativacédo de
células T CD4" e CD8" e a producdo de citocinas pré-inflamatérias estdo associadas a
intensidade da resposta inflamatoria e patologia. Na LC, hd uma producdo exacerbada de fator
de necrose tumoral (TNF) e interferon (IFN)-y e uma correlagdo direta entre a frequéncia de
células T CD4 expressando IFN-y e TNF com o tamanho da ulcera (COSTA, 2017).

A literatura mostra que individuos em fase muito precoce da doenga, ou seja, antes do
aparecimento de Ulceras, ttm maior probabilidade de falha na terapia com SbV. A SbV
continua sendo a primeira linha de tratamento para leishmaniose tegumentar no Brasil, e
estudos que investigam a resposta terapéutica a essa droga relatam taxas de falha de até 70%,
dependendo do estagio e da forma clinica da doenca. (FRANCA, 2021).

A resposta Thl prejudicada estd associada a falha terapéutica. O aumento da
frequéncia de células T CD8+ e a alta producdo de citocinas inflamatorias, granzima B e
MMP-9 contribuem para a imunopatologia. (CARVALHO, 2021).

Em vérias areas da América Latina, a distribuicdo geografica da LTA se sobrepde a
areas de transmissdo da doenca de Chagas. Estudos epidemioldgicos relatam essa coinfeccao
e destacam a importancia para o planejamento do sistema de vigilancia e estratégia de
prevencdo (HOYOS et al, 2016. CHIARAMONTE et al, 1996).

A tripanossomiase americana € uma doenca parasitaria causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, que afeta mais de cinco milhdes de pessoas em 21 paises da America
Latina. Somente no Brasil, estima-se que 4,6 milhdes de pessoas estejam infectadas em 2014,
na Bahia, cerca de 8.000 pessoas séo portadoras da fase cronica da doenga (SANTOS et al,
2018; SESAB, 2015).

Anticorpos anti T. cruzi, encontrados no soro de pacientes crdnicos, sao capazes de
estimular a proliferacdo de linfocitos T e B em portadores da doenca de Chagas onde a
progressdo para a fase cronica ¢ acompanhada de um aumento na resposta celular com
producdo de citocinas inflamatorias e anti-inflamatorias pelas células T CD4" e mondcitos
(MENEZES et al, 2017). Um estudo realizado em pacientes com leishmaniose e coinfectados
com T. cruzi, mostrou um perfil de diferenciacdo de células T maior em pacientes com LC e
LM infectados pelo T. cruzi em comparacgao aos pacientes infectados apenas com Leishmania
(PARODI et al., 2016).

O estudo da influéncia de coinfeccdo com T. cruzi na resposta imune e no desfecho

clinico de pacientes com Leishmaniose tegumentar americana pode ser importante na conduta



e acompanhamento do tratamento dos pacientes que tém um desfecho clinico desfavoravel,
falham a terapia e necessitam repetir o ciclo de tratamento com antimonial pentavalente

preconizado pelo Ministério da salde.

2 REVISAO DE LITERATURA:

2.1 Aspectos epidemiolégicos e clinicos da Leishmaniose Tegumentar Americana

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, que
provoca Ulceras na pele e mucosas. A doenca é causada por protozoarios do género
Leishmania. No Brasil, ha sete espécies de Leishmania envolvidas na ocorréncia de casos de
leishmaniose. As mais importantes séo: Leishmania (Leishmania) amazonensis, L. (Viannia)
guyanensis e L.(V.) braziliensis. A doenca é transmitida ao ser humano pela picada das
fémeas de flebotomineos infectadas onde as atividades laborais no campo, realizadas
preferencialmente por homens adultos, estdo principalmente relacionadas ao risco de
transmissdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

A Leishmaniose Tegumentar tem ampla distribuicio mundial e, no continente
americano, ha registro de casos desde o sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina, com
excecdo do Chile e Uruguai. (Fig. 1).

B tndémica Figura 1: Mapa da endemicidade mundial da Leishmaniose Tegumentar
baseada em dados referentes ao ano de 2015. OMS, 2016.

Casos notificados

Sem casos autdctones notificados

Nio aplicavel Incidéncia anual mundial — 1,2 milh&o casos/ano (OMS — 2018).

No Brasil, em média, sdo registrados cerca de 21.000 casos/ano, com coeficiente de

incidéncia de 8,6 casos/100.000 habitantes nos ultimos 5 anos. A regido Norte apresenta o
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maior coeficiente (46,4 casos/100.000 habitantes), seguida das regibes Centro-Oeste (17,2
cas0s/10.000 habitantes) e Nordeste (8 casos/100.000 habitantes). (MINISTERIO DA
SAUDE, 2022).

Na Bahia observa-se ampla dispersdo e a transmissdo ocorre principalmente na area rural
pela espécie Leishmania (Viannia) braziliensis, sendo endémica em praticamente todo estado,
com surtos epidémicos registrados em varias localidades, dentre elas, a regido de Corte de
Pedra. Em 2021, no periodo de 01 de janeiro a 31 de dezembro, foram registrados 1.370
novos casos confirmados de Leishmaniose Tegumentar, dispersos em 161 municipios,
apresentando coeficiente de incidéncia de 9,2 casos/100 mil habitantes. Quando comparado ao
mesmo periodo de 2020 (1.206 casos confirmados), observa-se incremento de 13,6% no
numero de casos confirmados. A macrorregido Sul concentrou o maior nimero de casos (701
casos; 51,1%). (COSTA, 2012, SESAB,2022).

No distrito de Corte de Pedra, localizado aproximadamente 280 Km ao sul de
Salvador sdo registrados altos indices de prevaléncia, sendo uma das mais importantes areas
de transmissé@o de L. braziliensis no Brasil, onde é mantido o Centro de saude de referéncia
para diagnéstico e tratamento das Leishmanioses que atende cerca de 1.000 casos/ano.
(MACHADO et al, 2002; SCHRIEFER et al, 2009; SESAB, 2016). (Fig 2).

N M.L. COSTA
. |\0SE DR- JACKSO EDRA
SEFERENCIA EN LEISHMANIONE o' orre oE P

cf—m’ng DE MORADORES °$;:|°::c:?wu €M 11088

NT
S AssocIAcAO COMMITL  TANCREDO

e

Figura 2: Centro de referéncia em leishmaniose no Distrito de Corte de pedra, Tancredo Neves — Bahia. Fonte:
atarde.com.br

Uma tendéncia geral de diminuicdo na incidéncia de LC foi encontrada na analise
temporal dos “hotspots” classificados como histéricos ou redutores. No entanto foi
identificado um “hotspot” localizado no litoral da Bahia, além de outros persistentes e
recentes localizados principalmente no Amapa (AP), grande parte de Roraima (RO), leste do
Acre (AC), oeste do Para e sul do Mato Grosso do Sul (MS) (PORTELLA, 2021) (Fig. 3).
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Consecutive Hot Spot
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Historical Hot Spot
Il ntensifying Hot Spot
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520 780 1.040

Figura 3. Hotspots de leishmaniose cutanea usando a analise de Ord Gi e categorizados de acordo com sua
tendéncia temporal usando o teste Mann Kendall Trend (periodo de tempo que varia de 2001 a 2017). Fonte:
Portela, et al, 2021.

A Leishmania possui um ciclo de vida digenético (heteroxénico), vivendo
alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores, os fleb6tomos. A transmissdo
da Leishmania ocorre através do repasto sanguineo de flebtomos fémeas, momento no qual a
forma infectante do parasita, promastigota metaciclica, € injetada no hospedeiro vertebrado
juntamente com a saliva do vetor. Essa forma ent&o, se diferencia na forma amastigota que se
multiplica obrigatoriamente dentro de células do sistema fagocitdrio mononuclear. Os
flebotomineos transmissores da Leishmania pertencem a ordem Diptera e existem dois
géneros de importancia médica, Phlebotomus (vetores na Europa, Asia e Africa) e Lutzomyia.
(NEVES, 20186).

As manifestagdes clinicas refletem o desequilibrio entre a multiplicagdo dos parasitas
no sistema fagocitario mononuclear, e a resposta imune do hospedeiro. A infeccdo por L.
braziliensis resulta em trés formas clinicas distintas, as quais fazem parte do espectro da LTA:
a Leishmaniose Cutanea (LC) é caracterizada por uma ou mais Ulceras tegumentares bem
delimitadas, de bordas elevadas e fundo granuloso. A evolugdo clinica da LC € descrita
primeiramente com o aparecimento de uma linfadenopatia seguida pela formacdo de uma
papula e enfim o aparecimento da Ulcera no local da picada (BITTENCOURT e BARRAL et
al, 1992; BITTENCOURT e BARRAL et al, 1995; MACHADO et al, 2002). A Leishmaniose
Mucosa (LM) é definida por lesbes que atingem a mucosa nasal podendo também envolver

boca, laringe e faringe. A Leishmaniose Disseminada (LD), forma emergente da doenga,



12

caracteriza-se pela presenca de dez ou mais lesdes papulosas, acneiformes e ulceradas em
duas ou mais areas distintas do corpo (TURETZ et al, 2002).). Em Corte de Pedra, a LC
representa cerca de 90% dos casos de LTA, enquanto a LM e a LD representam
aproximadamente 4,5 e 3 % dos casos, respectivamente (JIRMANUS et al, 2012).

O diagnostico da LTA abrange um conjunto de fatores que englobam aspectos
epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais que se complementam (BITTENCOURT e
BARRAL, 1991) e o tratamento das formas clinicas da LTA ¢ feito através do antimonial
pentavalente Shv, introduzido no Brasil a mais de 70 anos e comercializado como droga de
primeira escolha para o tratamento das leishmanioses (MACHADO, 2007).

2.1.1 Resposta imune e imunopatogénese da leishmaniose cutanea causada pela

Leishmania (viannia) braziliensis.

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatorio que infecta e se multiplica dentro
dos macrofagos e de células dendriticas. Na Leishmaniose Tegumentar Americana, causada
pela L. braziliensis, as células TCD4", TCD8" e natural killer exercem um papel fundamental
na producdo de INF-y para o controle do parasita (DANTAS, et al. 2014). INF-y ativa
macrofagos a produzirem TNF, citocina inflamatdria que em sinergia com IFN-y produzem
uma resposta imune exacerbada que conduz ao dano tecidual (SILVA, etal. 2007).

Em todas as formas clinicas da LTA, a resposta imune é dependente de células T e, de
maneira geral, tem sido descrito que a diferenca entre resisténcia e susceptibilidade a infeccéo
por Leishmania esta relacionada com o nivel de expansdo de células Thl e Th2 (PIRMEZ et
al., 1993; BACELLAR et al., 2002). Pacientes que contraem a forma cutanea localizada
desenvolvem uma resposta do tipo Thl no nivel das lesbes, com producdo das citocinas
inflamatorias: 1L-12; IL-2; INF-y; TNF-a e IL-13. (PAVANELLI et al, 2008). No caso das
lesbes mucocutaneas, que constituem uma forma cronica associada a destruicdo a resposta
imune é do tipo Thl e Th2, enquanto pacientes com a forma difusa exibem uma resposta
quase exclusivamente do tipo Th2 (REIS et al, 2006).

O evento crucial para inducdo da resposta imune efetora contra a Leishmania é a
eficiente ativacdo de células capazes de produzir citocinas que levem a ativacdo de
macrofagos, via IFN-y, resultando na sintese de espécies reativas de oxigénio (ROS) e,
consequentemente, na morte dos parasitos intracelulares (REIS et al, 2006). Esta ativacdo

induz aumento da producdo de ROS, elementos necessarios para que haja o controle da
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replicacdo parasitaria. Por outro lado, uma forte resposta inflamatdria, pode causar dano
tecidual, o que é observado na infeccdo por L. braziliensis (CARVALHO, 2012). A célula T
CD4" é a que mais contribui para a producédo de IFN-y e esta resposta inflamatoria exacerbada
estd também presente in situ, nas lesdes de LTA causada por L. braziliensis (BACELLAR,
2002; FARIA, 2005; MACHADO, 2007).

O O6xido nitrico € um potente microbicida, além de induzir apoptose, acredita-se que
ele pode permitir a falta de resposta dos linfdcitos se estiver em baixas concentracdes. Niveis
baixos e persistentes de NO tém sido envolvidos no estabelecimento e manutencédo da falta de
resposta de linfécitos em diferentes modelos experimentais de infeccBes parasitarias
(SANMARCO et al., 2016).

Os linfécitos T CD8" citotdxicos e as células NK sdo capazes de destruir células
infectadas por Leishmania e promover patologia (BRODSKYN, 1998; NOVAIS, 2013;
CARDOSO 2013). Adicionalmente, o desenvolvimento da lesdo cutdnea se associa com 0
aumento da frequéncia de células T CD8" (FARIA, 2005). Foi demonstrado que a ativacdo do
inflamassoma NLRP3 e a secrecdo de IL-1P sdo consequéncia da citotoxicidade mediada
pelas células T CD8" resultando em inflamagdo cronica e aumentando a imunopatologia
(NOVAIS, 2017; CARVALHO, 2015).

2.2 Aspectos epidemioldgicos e clinicos da Doenga de Chagas

Doenca de Chagas ou Tripanossomiase americana é uma doenca tropical parasitaria
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e transmitida principalmente por insetos da
subfamilia Triatominae (NEVES, 2016; Brazilian Journal of Health Review, 2018, RASSI, et
al, 2010). A doencas de Chagas atinge cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo mundo, e é
encontrada principalmente em areas endémicas de 21 paises continentais da América Latina
(OMS, 2022). (FIG. 4).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Doen%C3%A7a_tropical
https://pt.wikipedia.org/wiki/Parasit%C3%A1rio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Trypanosoma_cruzi
https://pt.wikipedia.org/wiki/Inseto
https://pt.wikipedia.org/wiki/Triatominae
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© Nao endémica mas presente

Figura 4: Incidéncia mundial — 6 a 7 milhes pessoas infectadas. Areas endémicas - 21 paises
continentais da América Latina. FONTE: (OMS - 2022)

No Brasil 1,9 a 4,6 milhdes de pessoas infectadas por T. cruzi (MINISTERIO DA
SAUDE, 2022). No estado da Bahia, a doenca esta presente em praticamente todos os
municipios, apesentando diferentes potenciais risco de transmissdo vetorial. (SESAB, 2012).

Segundo a OMS, nas ultimas décadas o padrdo epidemioldgico da doenca mudou de
uma doenga rural para uma doenca predominantemente urbana, principalmente devido a
mobilidade populacional, urbanizagdo e emigracdo. Como consequéncia, 0 aumento do
namero de casos foi detectado no Canada e nos Estados Unidos da América, e em muitos

paises europeus e alguns africanos, do Mediterraneo Oriental e do Pacifico Ocidental.

Devido ao alto nimero de pessoas que permanecem sem diagnoéstico ou sem
tratamento, combinado com as areas com transmissdo ativa remanescente, estima-se que 75
milhdes de pessoas estejam em risco de infecgdo. Estimativas de 2015 referem que mais de
80% das pessoas com a doenca no mundo ndo tém acesso a diagnostico, 0 que garante o
elevado impacto de morbimortalidade e custo social da DC. (OMS, 2022).

O T. cruzi possui em seu ciclo biolégico tipo heteroxénico nos hospedeiros vertebrado
e invertebrado em varias formas evolutivas. Nos hospedeiros vertebrados e na cultura de
tecidos sdo encontradas intracelularmente as formas amastigotas e extracelularmente as
formas tripomastigotas, presentes no sangue circulante. As formas tripomastigotas sé@o

infectantes para células in vitro e para vertebrados. A infec¢do ocorre pela penetracdo de
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tripomastigotas metaciclicos (eliminados nas fezes ou na urina de triatomineos, durante o
hematofagismo) na pele ou mucosa integra. (NEVES, 2016).

A transmissdo também pode ocorrer através de transfusdo sanguinea, transmissao
vertical (da mée para o feto), amamentagéo, ingestdo de alimentos contendo fezes ou urina
contaminadas do vetor ou até ingestdo do vetor esmagado em alimentos.

A doenca de Chagas se apresenta nas formas aguda (sintomatica), e crénica
(indeterminada ou assintomatica, cardiaca ou entérica (megacélon). A fase aguda apresenta as
manifestacdes clinicas como: febre, mal-estar, falta de apetite, edemas (inchago) localizados
na palpebra ou em outras partes do corpo, aumento do bago e do figado e distarbios cardiacos.
Na fase crénica muitos pacientes podem passar um longo periodo, ou mesmo toda a sua vida,
sem apresentar nenhuma manifestacdo da doenca, embora sejam portadores do T.cruzi. Em
outros casos, a doenga prossegue ativamente, passada a fase inicial, podendo comprometer
muitos setores do organismo, salientando-se o coragdo e o aparelho digestivo. (MINISTERIO
DA SAUDE, 2021).

O diagnostico na fase cronica é essencialmente sorolégico e deve ser realizado utilizando-se
dois testes de principios metodoldgicos diferentes: um teste de elevada sensibilidade (ELISA
com antigeno total ou fracdes semipurificadas do parasito ou a IFI) e outro de alta
especificidade (ELISA, utilizando antigenos recombinantes especificos do T. cruzi). (LIMA,
2017; TEIXEIRA, 2015; LIMA, 2019). Na doenca de Chagas cronica ocorre uma diminuicéo
substancial da parasitemia e presenca de varios anticorpos 1gG especificos. O desempenho
dos ensaios com antigenos purificados ou recombinantes de T. cruzi, varia muito devido as
preparacbes de antigeno usadas para detectar os anticorpos anti T. cruzi, além de
heterogeneidade genética entre cepas circulantes (SANTOS et al., 2018).

O tratamento preconizado pelo Ministério da Saude é o benzonidazol, que deve ser
utilizado em pessoas que tenham a doenga aguda assim que ela for identificada. No caso dos
portadores da doenca cronica, a indicacdo desse medicamento é para aqueles pacientes
assintomaticos e com exames sem alteracfes (forma indeterminada) ou em formas clinicas
iniciais, devendo ser avaliados individualmente. (LIMA, 2019; TEIXEIRA, 2015). A
profilaxia &€ muito importante para controle da transmissdo. Um dos mecanismos de controle
para impedir a multiplicacdo dos vetores dentro das residéncias € utilizar o inseticida aplicado

por equipe capacitada.
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2.2.1 Resposta imune e imunopatogénese da Doenca de Chagas

A maioria dos individuos infectados com o protozoario Trypanosoma cruzi encontra-
se na forma indeterminada da doenca de Chagas (FIDC), que é caracterizada pela presenca de
um infiltrado inflamatério na musculatura lisa e estriada, composto por células mononucleares
que proliferam e produzem citocinas pré e anti-inflamatorias, mesmo na auséncia de
morbidade aparente. Citocinas anti-inflamatérias sdo importantes para a regulacdo da
inflamacdo, impedindo que ocorram danos teciduais exacerbados mediados pela imunidade a
evolucdo clinica da doenca. (SOUZA et al, 2016).

Quando ha o predominio de citocinas inflamatorias, ocorre evolugdo para a forma
cardiaca da doenca. Ainda ndo estd bem esclarecido se a evolucdo para as diferentes formas
da doenca é determinada pela resposta imune do hospedeiro, ou se a susceptibilidade genética
direciona para a forma cardiaca ou indeterminada da doenca. (MENEZES et al, 2017). Muitos
estudos tém sido realizados com o objetivo de se caracterizar, fenotipica e funcionalmente,
diferentes populagBes celulares e assim compreender seu papel no estabelecimento de
respostas protetoras ou patogénicas frente a infeccdo com o Trypanosoma cruzi. (MENEZES
etal, 2017). (FIG. 13).

O processo inflamatério na fase cronica da doenca de Chagas evidencia a atividade
celular dos linfécitos T CD4" e T CD8" no tecido cardiaco, embora um ndmero menor de
células natural killer (NK), macrofagos e células B também estejam presentes. Na doenca de
Chagas cronica assintomética ou indeterminada, a presenca de células NK aliada a presenca
de células Treg e células T Natural Killer (NKT) ou macréfagos sdo responsaveis pelo
controle dos mecanismos inflamatorios. (MENEZES et al, 2017).

A capacidade dos tripomastigotas de invadir células T pode desempenhar um papel
crucial na imunopatogénese caracteristica da doenca de Chagas. A persisténcia do parasita em
niveis baixos nas células-alvo € a marca registrada da fase cronica indeterminada ou
assintomatica. Um dos principais mecanismos de defesa contra o T. cruzi é exercido pelo
oxido nitrico (NO), que é produzido pela NO sintase induzivel, entre outras enzimas,
presentes em mondcitos/macréfagos e cardiomidcitos. (VELGE et al, 1991, SANMARCO et
al., 2016).

Sabe-se que os anticorpos liticos podem neutralizar as formas tripomastigotas do T.
cruzi impedindo, assim, a infeccdo de novas células pela citotoxicidade celular dependente de

anticorpo. Além disso, observou-se niveis mais altos de subtipos de imunoglobulina 1gG3
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somente na forma cardiaca, quando comparados com a forma indeterminada. (VERCOSA,
2006).

2.3 Coinfeccéo entre Leishmaniose Tegumentar e Doenca de Chagas

Em vérias areas da América Latina a distribuicdo geografica da Leishmaniose
tegumentar sobrepde-se as areas de transmissdo da doenca de Chagas variando entre 12 a 70%
dos pacientes com sintoma clinico para leishmaniose. (Gil, 2011; CHIARAMONTE et al,
1999; Dias, 2013; Vejaetal, 2013).

Pesquisadores em estudo de caso-controle na Argentina encontram uma proporcao de
16,6% de pacientes com infeccdo mista com Leishmania Sp e T.cruzi dentro do grupo de
pacientes com leishmaniose, onde a prevaléncia foi de 0,17% em relacdo a 9,73% de
soroprevaléncia da infeccdo por T.cruzi (HOYQOS, et. al 2016). Num estudo conduzido num
hospital em Los Yungas, na Bolivia, dos 29 pacientes, 8 (27,6%) apresentaram infeccdo por
mais de uma espécie de Leishmania, 17 (58,6%) apresentaram infeccdo por T. cruzi e 4
(13,8%) apresentavam infeccdo mista por Leishmania e T. cruzi. Os pacientes com a clinica
compativel com leishmaniose tegumentar e coinfectados com T. cruzi, ndo apresentavam
anormalidades cardiacas tipicas da doenca de Chagas (BASTRENA et al, 2003). No Paraguai
outro estudo mostrou que 8% de 101 pacientes avaliados e infectados por L. braziliensis
estavam coinfectados com T.cruzi (MARTINEZ, 2018).

O maior estudo de prevaléncia foi realizado no Brasil e relatou a frequéncia de
coinfeccdo de L. braziliensis, L. infantum (L. chagasi) e T. cruzi em uma amostra de 1.100
(Hum mil e cem) pessoas aparentemente saudaveis que viviam em aldeias de rapido
crescimento na periferia da cidade de S&o Luiz do Maranhéo. Esse estudo mostrou que 1% do
total de individuos avaliados, estavam infectados com L. braziliensis e T. cruzi. Nenhum
participante tinha sinais de infec¢do passada por leishmaniose tegumentar, leishmaniose
visceral ou doenca de Chagas. (MARTINEZ et al., 2018).

As reacOes cruzadas entre infeccdo por leishmania e por T. cruzi conferem dificuldade
na especificidade dos testes diagndsticos e consequentemente na detecc¢do da coinfecgdo, pois
as semelhancas filogenéticas entre esses patdgenos afetam a precisdo dos testes devido as
semelhancas antigénicas. (MARTINEZ et al., 2018 HOYOS, 2016, FRANK et al., 2003).
Alem disso, as técnicas de imunodiagndstico também se configuram como uma limitac&o na
conducdo de tratamento dos individuos com doenca de Chagas, uma vez que também

dependem do estagio da doenca e dos sintomas clinicos. A diversidade de ensaios existentes
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no mercado com diferentes antigenos, representa uma caréncia de um padrdo de diagnéstico.
O desempenho dos ensaios com antigenos purificados ou recombinantes de T. cruzi, varia
muito devido as preparagdes de antigeno usadas para detectar os anticorpos anti T. cruzi, além
de heterogeneidade genética entre cepas circulantes (SANTOS et al., 2018).

A imunopatologia da coinfec¢do ainda é incerta. Foi documentado um maior perfil de
diferenciacdo fenotipica de células T (CD4+ e CD8+), em pacientes com leishmaniose
cutanea e leishmaniose mucosa infectados com T. cruzi em compara¢do com 0s pacientes
somente infectado por Leishmania. Além disso, uma associacdo entre a diferenciacdo de
células T CD8" e a duracdo da doenca foi encontrada no primeiro ano de infec¢do, com
aumento progressivo de marcadores para a expressao de CD27 e CD28 altamente
diferenciados ao longo do tempo. Pacientes com boa resposta a terapia mostraram
predominancia de células T CD8" diferenciadas precocemente enquanto pacientes com

recidivas frequentes apresentaram padrdo oposto (PARODI, 2016).

3. HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese
A coinfeccdo com T. cruzi de pacientes com leishmaniose cutdnea causada por L.braziliensis

esta associada com o desfecho clinico desfavoravel da doenca.

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo Geral

Avaliar se a coinfecgdo por T.cruzi de pacientes com leishmaniose cutdnea causada por
L.braziliensis est associada com o desfecho clinico desfavoravel.

3.2.2 Objetivos Especificos
Determinar a prevaléncia de pacientes com leishmaniose cutanea causada por L.braziliensis e

coinfectados com T.cruzi, em uma area de transmissdo de L. braziliensis.

Caracterizar a producéo de citocinas e IgG anti-Leishmania, nos pacientes com leishmaniose

cuténea infectados por L.braziliensis coinfectados por T.cruzi.



19

Correlacionar a producéo de citocinas e de 1gG anti-Leishmania, com o tempo de cura e o

desfecho clinico dos pacientes ndo infectados e coinfectados pelo T.cruzi.

Verificar o efeito da coinfec¢édo no desfecho clinico.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Populagao do estudo

Foram selecionados cento e oitenta pacientes com leishmaniose cutadnea causada por L.
braziliensis, do banco de soro do SIM (Servico de Imunologia do Hospital Universitario
Professor Edgard Santos) de pacientes atendidos na area endémica em Corte de Pedra-BA,

através das fichas clinicas dos individuos que faziam parte do projeto.

4.2 Célculo amostral

Para determinar a prevaléncia de coinfeccdo por T. cruzi na area de transmissdo de L.
braziliensis no Baixo Sul do Estado da Bahia, utilizamos uma amostra piloto de 180 pacientes
com LC. Considerando um poder de 95% e p<0,05, precisamos recrutar 151 pacientes com
LC.

Para os estudos de falha terapéutica, utilizamos as proporg¢des de individuos curados no dia
90 apos inicio do tratamento, em uma amostra de pacientes com LC sem infec¢do por T. cruzi
(75%) e de LC coinfectados por T. cruzi (30%). Considerando um poder de 80% e p<0,05,
precisamos recrutar 19 individuos de cada grupo.
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4.4 Desenho experimental

Estudo caso-controle

Soros de pacientes
de Corte de Pedra

(n=180)
| - 1
ELISApara ELISADoenga de L
Leishmaniose Chagas ELISApara citocinas
com antigeno soluvel (Proteinas _ no .soro.
de leishmaniglgGT) quiméricas) IL-6; IL-1; IFN; TNF

3

20 coinfectados

Trata-se de um estudo caso-controle realizado com cento e oitenta (180) soros da soroteca de
pacientes com leishmaniose cutanea (LC) da area endémica de Corte de Pedra-BA. Foram
utilizadas 10 amostras de controles sadios para determinacdo do cutoff da sorologia frente ao
antigeno de Leishmania.

4.5 Definicédo de Casos

4.5.1 Leishmaniose Cutanea

Definida pela presenca de uma lesdo ulcerativa com bordas elevadas, fundo
granuloso sem comprometimento da mucosa nasal com duracao da doenca maior que 30 dias
e confirmacdo diagnostica por documentacdo do DNA de L.braziliensis pela técnica de
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), identificagio de amastigota em estudo
histopatoldgico e avalia¢do clinica de equipe multidisciplinar na area endémica.

Os pacientes com LC foram tratados com antimonial pentavalente (Glucantime;Sanofy
Aventis) na dose de 20 mg/kg/dia por 20 dias, por via intravenosa e avaliados a 30 dias para

avaliar a resposta a terapia. Os pacientes foram acompanhados até a completa repitelizacao
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das lesbes, sem a presenca de crostas ou bordas elevadas no dia 90. Ap6s 0s noventa dias, 0s
pacientes que permaneceram com lesdo ativa receberam nova série do antiménio ou foram

tratados com outra droga como Miltefosina.

4.5.2 Leishmaniose Cutanea coinfectados com T. cruzi

Soros do banco de estudo de leishmaniose que tiveram sorologia positiva para doenca
de chagas utilizando as proteinas quiméricas especificas do T. Cruzi realizadas pelo
Laboratdrio de Saude Publica — LASP, da FIOCRUZ-BA

4.6 Critérios de Inclusao

Individuo de qualquer género, com idade superior a 15 anos e inferior a 60 anos atendidos
que apresentaram diagndstico para leishmaniose baseada na definicdo de casos descrita acima.
4.7 Critérios de ndo incluséo

Individuos que apresentarem historia pregressa de doenca cutdnea ou mucosa, gestantes ou

acometidas com outras doengas infecciosas e ou imunossupressora.

4.8 Consideracdes Eticas

O presente estudo foi suportado pelo projeto intitulado “Papel de células da resposta inata na
patogénese da infeccdo por Leishmania braziliensis” aprovado pelo CEP da Faculdade de
Medicina da Bahia — UFBA no dia no dia 01 de dezembro de 2015 com parecer n° 1.343.070.

5 METODOS EXPERIMENTAIS

5.1 Determinacdo sorolégica para Imunoglobulina IgGTotal anti-Leishmania

Os ensaios foram realizados em microplacas transparentes de fundo plano de 96 pocos

revestidas com antigeno diluido Lb001 (10ug/mL) de L. braziliensis em tampdo carbonato



22

(carbonato-bicarbonato 0,05 M, pH 9,6) e incubadas a 4°C durante a noite. Apds trés ciclos de
lavagem com PBS-0,05% Tween 20 (PBS-T; pH 7,4), as microplacas foram incubadas com
tampédo de bloqueio solucédo salina tamponada com fosfato 0,05 M (PBS; pH 7,4 / SFB 10%)
por uma hora, e passaram por quatro ciclos de lavagem. As amostras de soro foram diluidas a
1:50 em solucéo salina tamponada com fosfato 0,05 M (PBS; pH 7,4 / SFB 10%), depois,
foram pipetadas nas microplacas e incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, todos os pocos foram lavados 5 vezes e incubados a temperatura ambiente
por 20 minutos com IgG anti-humano de murino conjugado com peroxidase diluido 1:10.000
em solucgdo salina tamponada com fosfato 0,05 M (PBS; pH 7,4 / SFB 10%). Ap6s um ciclo
de 5 lavagens, 50ul de TMB (Solu¢do Cromogénica de Tetrametilbenzidina) foi adicionado,
seguido de incubacdo por 15 min a temperatura ambiente (RT) no escuro. A reacdo
colorimétrica foi interrompida pela adicdo de 50 ul de solu¢do de H2SO4 a 1 N e lida em
espectrofotdbmetro de microplacas em um comprimento de onda de absorbancia de 450 nm

onde depois foram analisadas pelo Programa Instat e Prisma 5.0.

5.2 Determinagéo soroldgica das citocinas IL-6, IL-1p, IFN-y e TNF

A determinacdo soroldgica foi feita de acordo com a técnica ELISA sanduiche de
acordo com as instrucdes do fabricante dos kits comerciais da marca BD OptEIA™ para IL-6,
IL-1 beta, IFN-gama e TNF-alfa. Esses ensaios foram realizados em microplacas de fundo
plano de 96 pocos (Thermo Scientific Nunc) revestidas anticorpo de captura anti IL-6, IL-
1Beta, IFN-gama e TNF-alfa diluidos 1:250 em tampdo carbonato (carbonato-bicarbonato
0,05 M, pH 9,6) e incubadas Over Nigth. As microplacas foram entdo lavadas 3 vezes com
PBS-0,05% Tween 20 (PBS-T; pH 7,4) e incubadas com tampdo de bloqueio solucdo salina
tamponada com fosfato 0,05 M (PBS; pH 7,4 / SFB 10%) por uma hora. Posteriormente,
todos os pocos foram lavados 3 vezes com PBS-0,05% Tween 20 (PBS-T; pH 7,4). Em
seguida foram pipetados a curva padrdo diluida a partir da concentracdo de 1000pg e 100ul
das amostras, depois foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente. Todos 0S pogos
foram lavados com PBS-0,05% Tween 20 (PBS-T; pH 7,4) por 5 vezes. Entdo, pipetou-se o
anticorpo de deteccdo (conjugado biotinilado diluido (1:250) em (PBS; pH 7,4 / SFB 10%) e
incubadas por 1 hora em temperatura ambiente, depois, foram realizados 7 ciclos de lavagem
e adicionados 100 ul de TMB (Solucdo Cromogénica de Tetrametilbenzidina) sendo incubado

por 15 min a temperatura ambiente no escuro. As reacdes colorimétricas foram interrompidas
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pela adi¢do de 50 ul de solucdo de H2SO4 a 1N (Solucdo STOP) e lidas em espectrofotdmetro

de microplacas em um comprimento de onda de absorbancia de 450 nnm.

5.3 Determinacéo sorolégica da infeccdo por T. cruzi com proteinas quimericas

A determinacéo soroldgica da infeccdo causada pelo T. cruzi foi realizada através de
ensaios imunoenzimaticos indiretos no formato ELISA, padronizados em um estudo anterior
(SANTOS et al., 2016b; SANTOS et al., 2017a). As microplacas de poliestireno (UV-Star®
Microplate, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria), foram sensibilizadas com 100 pl de
solucdo carbonato/bicarbonato contendo 25 ng dos antigenos IBMP-8.1, IBMP-8.3 e IBMP-
8.4 e 12,5 ng da molécula IBMP-8.2. Em seguida, foram adicionados 100 ul da solugio
WellChampion™ (Ken-Em-Tec Diagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca) para bloqueio e
estabilizacdo dos antigenos. Ap6s incubacdo de 15 minutos a temperatura ambiente, foram
esvaziadas por inverséo e colocadas em estufa a 37° C por 20 minutos para secagem.

As amostras foram diluidas 100 vezes em tampdo PBS 1x pH 7.4 e adicionadas as
microplacas sensibilizadas com os antigenos IBMP. Foram utilizados cinco controles
positivos e cinco negativos, diluidos na mesma propor¢do (1:100) posteriormente utilizados
para determinar do (cut-off), em seguida, 100 pL das amostras diluidas foram adicionadas na
placa e incubadas a 37° C por 60 minutos. Posteriormente, foram adicionados 100 pl de anti-
globulina humana (anti-IgG) conjugada a peroxidase diluida 40.000 vezes (anticorpo cedido
por Bio-Manguinhos, FIOCRUZ-RJ) e incubadas em estufa a 37° C por 30 min. Ao final do
segundo ciclo de lavagem, foram adicionados 100 ul da solugdo reveladora TMB Plus (Ken-
Em-TecDiagnostics A/S, Taastrup) e incubadas a temperatura ambiente por 10 min na
auséncia de luz. Para finalizar a reacdo foi adicionado 50 pL da solugdo de parada (H2SO4 a
0,2M) e o resultado final foi lido a 450 nm.

Os pontos de corte foram calculados individualmente para cada antigeno a partir dos
controles positivos e cinco negativos para a doenga de Chagas, os quais foram diagnosticados
anteriormente através de dois testes sorologicos com preparacdes antigénicas distintas, a
saber: ELISA Chagas Ill (BIOSChile, Ingenieria Genética S.A., Santiago, Chile), que utiliza
extrato total das cepas Mn e Tulahuen como antigenos, e Gold ELISA Chagas (batch
CHAL132A; Rem, Sédo Paulo, Brazil), que emprega uma mistura de antigenos recombinantes e
lisados purificados da forma epimastigota de cepas brasileiras do T. cruzi.

Os valores das densidades opticas obtidos foram exportados para o software GraphPad

Prism 8 (GraphPad Software Inc., EUA). A partir disso, foi calculada a area abaixo da curva
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ROC (AUC — area under ROC) utilizando um intervalo de confianca de 95% (IC 95%) para
obtencdo dos valores dos pontos de corte. Apos definicdo dos pontos de corte por microplaca,
foi realizada a normalizacdo dos dados, a qual teve o objetivo de evitar a variabilidade
inerente a cada microplaca. Para isso, foi calculado o indice de reatividade (IR) para cada
amostra, como descrito abaixo: Indice de reatividade (IR) = DO da AmostraValor do
CO. Foi considerada negativa toda amostra com IR inferior a 1,00 e positiva todas aquelas
com IR igual ou superior a 1,00. Com o objetivo de evitar erros sistematicos, foi estabelecido
como critério de repeticdo todas as amostras com IR entre 0,80 e 1,20. A partir da obtencédo
dos valores do IR de cada amostra, os resultados foram representados em gréaficos pelo
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., EUA).
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6 RESULTADOS

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demograficas de pacientes com leishmaniose cuténea

coinfectados com T. cruazi.

A tabela 1 mostra que ndo houve diferenca entre a média de idade (28 e 31 anos) dos
pacientes coinfectados e os infectados somente com Leishmania, respectivamente (p>0,05).
O género foi predominantemente masculino, sendo em 90% dos pacientes coinfectados e 66%
somente infectados por Leishamnia. Ndo houve diferenca nos tamanhos das papulas (em
média) da reacdo intradémica de Montenegro entre os dois grupos de pacientes (p>0,05%).
Quanto a preseca de linfodenopatia foi maior nos coinfectados (p>0,05%). Em relagéo a area
de lesdo, os pacientes coinfectados apresentaram maior area (p< 0,0001), porém quanto ao
numero de lesdes nao difere entre os grupos (p>0,05%).

A tabela apresenta ainda, dados do desfecho clinico da infeccdo por Leishmania
braziliensis, onde a cura em até noventa (90) dias é considerada um desfecho favoravel. Os
pacientes coinfectados falharam mais ao tratamento (70%), quando comparados aos pacientes
apenas com infeccdo por Leishmania, onde (42%) falharam. O tempo para cura observado em
dias de doenca em 13 pacientes dos 20 coinfectados e 128 pacientes infectados somente com

leishmania foi maior nos pacientes coinfectados (p>0,05%).

Caracteristicas Coinfectados Infectados Valor p
(n=20) (n=160)

Idade (ano; M£SD) (28+£8) (31£12) >0.05
n (%) de masculino 18 (90) 100 (66) > 0,01
IDRM" (1413) (16+6) >0.05
Area da lesdo (388+464) (217+325) < 0,0001
Tempo de cura (dias) (105+58) (86+41) >0,05%
Linfodenopatia n (%) 19 (95%) 111(69%) <0,05%
Numero de lesbes (mais de 1 4 (20%) 33 (21%) >0,05%
lesdo)

Desfecho Clinico
Falha >90 n (%) 14(70) 68(42) <0.03

#Unparead test. *qui quadrado. IDRM — intradermoreacdo reacdo de Montenegro positiva
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Figura 5 — Producédo de 1gG Total frente aos antigenos de Leishmania braziliensise T.

cruzi.

Foram realizadas sorologia para dosagem de IgG Total frente aos antigenos de
Leishmania e proteinas quiméricas do T. cruzi, onde foram detectados vinte individuos
coinfectados (11%). As amostras dos coinfectados apresentaram titulos de anticorpos anti-
Leishmania mais elevados em comparacdo com pacientes infectados apenas com Leishmania,
com niveis séricos de IgGT acima do cut off em ambos os grupos, contudo, os titulos mais
acima do cutoff foram no grupo de pacientes coinfectados (p<0,001). (Figura 5 a). Frente as
proteinas quiméricas do T. cruzi, foram detectados titulos mais elevados nos coinfectados para

as quatro proteinas utilizadas (p<0,0001). (Figura 5b).
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Figura 5. Identificacdo soroldgica dos pacientes com Leishmaniose cutanea a partir do antigeno solGvel de
leishmania. (A) Pacientes com LC (n=200). Pacientes infectados com leishmania e T.cruzi (n=20) e pacientes
infectados com leishmania (n=180). (B) Identificacdo dos pacientes a partir das proteinas quiméricas para
T. cruzi. Foram utilizadas as proteinas do Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP 8.1, 8.2, 8.3). A
andlise estatistica foi realizada pelo teste de Mann Whitney *p<0,05 e a técnica utilizada para determinacdo
sorologica ELISA Indireta (Enzyme-linked immunosorbent assay)
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Figura 6. Producdo de citocinas pro-inflamatorias de pacientes com leishmaniose
cutanea e coinfectados pelo T. cruzi.

Quando comparadas as citocinas em todos 0s pacientes do grupo de estudo, a producéo de
IL-6 foi maior no grupo de pacientes coinfectados (p<0,0282), quando comparados com 0s
pacientes somente infectados com Leishmania. N&o houve diferenga estatistica significante na
producéo de IL-1P e IFN-y em pacientes com LC e coinfectados com T. cruzi. (Figuras 6 A-
C).

A producdo de TNF nos pacientes coinfectados foi abaixo do limite de deteccdo do Kit,

havendo producdo apenas nos pacientes somente infectados por Leishmania.
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Figura 6. Dosagem de citocinas IL-6, IFN-y IL-1B, no soro. Pacientes coinfectados N=20 e pacientes
infectados com Leishmania braziliensis N = 162. (A) Producéo de IL-1p. (B) Produgdo de IFN-y. (C) Producéo
de IL-6. (D) Producdo de TNF-a. A anlise estatistica foi realizada pelo teste de Mann Whitney. *p<0,05 e a
técnica utilizada para determinacao soroldgica ELISA Sanduiche (Enzyme-linked immunosorbent assay)
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Figura 7. Producéo de IL-6, IFN-y IL-1B, em pacientes com leishmaniose cutanea e
coinfectados pelo T. cruzi que falharam ao tratamento com antiménio no dia 90 de
acompanhamento.

Quando comparados, os pacientes que falharam, a producéo de IL-6 foi maior (p=0.002)
no grupo de pacientes coinfectados em relacdo aos pacientes somente infectados com
Leishmania. N&o houve diferenca estatistica significante nos niveis de IFN-y e IL-1p, porém,
observou-se niveis maiores dessas citocinas no grupo de pacientes infectados somente com
Leishmania braziliensis. (FIGURA 7 A-C).
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Figura 7. Dosagem de citocinas IL-6, IFN-y e IL-1B no soro dos pacientes que falharam ao tratamento.
Pacientes coinfectados N=20 e pacientes infectados com Leishmania braziliensis N = 71. (A) Produgéo de IL-6.
(B) Producdo de IFN-y. (C) Producdo de IL-1B. Determinacdo soroldgica pela técnica ELISA Sanduiche
(Enzyme-linked immunosorbent assay). A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Mann Whitney. *p<0,05.
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Figura 8. Produgdo de IL-6, IFN-y IL-1p em pacientes com leishmaniose cuténea e
coinfectados pelo T. cruzi que curaram ao tratamento com antimoénio até o dia 90 de
acompanhamento.

Quando comparados, as citocinas nos pacientes que curaram ao tratamento, nao
houve diferenca estatistica entre os grupos, porém houve maior producdo de IL-1 B nos
pacientes somente infectados por Leishmania. (FIGURA 8 A-C).

Os resultados mostram que os pacientes coinfectados falham mais ao tratamento com
antimonial indicando que a coinfecgdo pode interferir na resposta imune e na evolugdo clinica

do individuo na infeccdo por Leishmania.
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Figura 8. Dosagem de citocinas IL-6, IFN-y e IL-1p no soro dos pacientes que curaram até o dia 90 de
tratamento. Pacientes coinfectados N=20 e pacientes infectados com Leishmania braziliensis N = 84. (A)
Producéo de IL-6.. (B) Producgdo de IFN-y. (C) Producdo de IL-1p. Determinacdo soroldgica pela técnica ELISA
Sanduiche (Enzyme-linked immunosorbent assay). A analise estatistica foi realizada pelo teste de Mann
Whitney. *p<0,05.



30

7 DISCUSSAO

A leishmaniose cutanea (LC) e a doenca de Chagas séo negligenciadas e atingem uma
grande parcela da populagdo mundial, principalmente em zonas rurais onde os individuos
estdo mais expostos a vetores que possam transmitir doencas. Nas regides onde leishmaniose
cutanea ocorre é frequente a presenca de individuos parasitados com mais de um patogeno,
este fato pode estar associado a vulnerabilidade da populacdo a assisténcia a salude e a
condi¢cBes de moradia. Em regifes endémicas para Leishmania é comum a presenca de
individuos coinfectados por helmintos, bactérias e outros protozoarios, isso indica a
importancia de compreender como o poliparasitismo pode interferir no tratamento tanto da
LC como de outras patologias. (MARTINEZ et al, 2018, SHEN et al, 2019, SUPALI, 2010).

No caso de parasitos que estdo incluidos na mesma familia de classificacdo
toxondmica, a reatividade cruzada nos testes soroldgicos tem sido um desafio para o0s
profissionais. Neste trabalho, para evitar reacdo cruzada com antigenos do género
Leishmania, a coinfeccdo foi determinada através da soroprevaléncia de IgG anti-
Trypanossoma cruzi com base das proteinas quiméricas IBMP8 e suas variantes antigénicas
de 1a4 (SANTOS et al, 2018).

A soroprevaléncia da Doenca de Chagas é bastante expressiva na Bahia chegando a
627 Obitos na ultima década e a maioria dos casos apresentam-se na fase crénica
indeterminada. Na regido endémica de Corte de Pedra, mostramos que todos 0s pacientes
coinfectados, recrutados para este estudo, com sorologia positiva para Leishmania
apresentaram, no minimo, positividade para trés das quatro quimeras testadas para detectar
coinfeccdo, demostrando uma prevaléncia de 11% da Doenca de Chagas, na fase cronica
indeterminada. Assim como na Leishmaniose Cutanea, a Doenca de Chagas também esta
relacionada a um perfil socioeconémico, sendo mais acometidos moradores da zona rural de
baixa renda e escolaridade. Na area endémica em estudo 90% dos individuos positivos para
T.cruzi sdo adultos jovens do sexo masculino. Os individuos somente infectados com
Leishmania 66% sdo do sexo masculino, o que pode ser explicado devido ao trabalho no
campo, culturalmente ainda realizado principalmente por homens na area periurbana onde ha
maior exposi¢éo ao flebotomineo.

A LTA ¢é uma doenca que apresenta ampla complexidade em diferentes aspectos,
podendo ser resultante da interacdo entre a resposta imunoldgica do hospedeiro, das
caracteristicas genéticas das espécies envolvidas na infec¢do, aspectos epidemiologicos da

area endémica e possiveis coinfec¢fes. A resposta imune exerce um papel importante no
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controle das infecgdes, entretanto a resposta imune inflamatoria exacerbada esta associada a
imunopatogénese das formas clinicas causadas por L. braziliensis (CARVALHO et al, 2012).
Pacientes que apresentam producdo elevada de IFN-y e TNF, podem desenvolver lesbes
cutaneas e mucosas (JESUS et al., 1998). Essas citocinas foram associadas ao tamanho da
lesdo e o aparecimento de formas mais graves da doenca (ANTONELLI et al., 2005) o que
reforca a importancia da resposta imune na patogénese da doenca. N&o encontramos
diferencas na producdo IFN-y e TNF (dados ndo mostram) entre 0s pacientes com
leishmaniose cuténea e os pacientes coinfectados com T.cruzi, o que € esperado pois a
resposta Thl é predominante em pacientes com a forma crénica da Doenca de Chagas. Além
disso, tem sido mostrado o papel de células TCD8*, NK e macréfagos no desenvolvimento
das lesdes cutaneas em pacientes infectados por L. braziliensis. (Novais, 2017). As células T
CD8+ estimulam a secrecdo de IL-1p através do inflamassoma promovendo a progressao da
doenga (NOVAIS, 2017; SANTOS, 2018). Nao encontramos diferenca dessa citocina no soro

dos pacientes coinfectados ou somente infectados.

Tem sido descrito que a citocina IL-6 regula a ativacdo do inflamassoma e,
consequentemente, a producdo de NO induzido por IL-1B. Em um modelo murino de infecgao
por T. cruzi, a acdo anti-inflamatoria da IL-6 parece ser central para controlar o estresse
oxidativo local e sistémico, além de promover resgate celular da apoptose. Este poderia ser
um novo mecanismo que regula a liberagdo de NO no cenério da infecgdo por T. cruzi
(SANMARCO et al., 2016). Neste estudo, nés mostramos que os niveis de IL-6 foram mais
elevados nos pacientes coinfectados, quando comparado aos pacientes somente infectados por
Leishmania, demostrando que pode ocorrer uma menor resposta regulatéria ao ambiente

inflamatorio.

Alguns estudos sugeriram que camundongos knockout para IL6 mostraram maior
controle sobre a infeccdo com rapida eliminacdo do parasito e estimulacdo da resposta Thl
anti-Leishmania: niveis aumentados de interferon gama circulante, granulacdo acelerada,
montagem acelerada do granuloma e maior capacidade de resposta a quimioterapia. 1sso
mostra que ha uma imunidade eficiente contra a infeccdo por Leishmania na auséncia de 1L6.
(SONI, 2018).

A interleucina-6 medeia a defesa do hospedeiro e a sobrevivéncia celular
principalmente através da ativacdo do fator de transcricdo STAT3 via glicoproteina gp130,
um receptor de transducdo de sinal compartilhado para varias citocinas do tipo IL-6. Além

disso, regula a sintese de IgA e induz diferenciacdo de TCD8 citotoxica, € a producdo de
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autoanticorpos. A IL-6 impede nitracdo de células T CD8" e suscetibilidade a apoptose e pode
ser um fator chave para melhorar a ativacdo e sobrevivéncia das células T CD8+. Um
anticorpo neutralizante de IL-6 aumentou a porcentagem de nitracdo de células T CD8+
induzida por T. cruzi e elevou a liberacdo de dxido nitrico (TRUYENS et al., 1994.
SANMARCO et al., 2016)

O parasita pode modificar a resposta induzida por IL-6 através da modulacdo de sua
atividade de cisteina protease, sugerindo que inibidores especificos podem ajudar a melhorar a
ativacdo de células imunes e efeitos cardioprotetores (TRUYENS et al., 1994). Ponce e
colaboradores em 2013 num estudo experimental em humanos, observaram que o T. cruzi
possui uma enzima que é capaz de inibir a acdo da IL-6, a enzima cruzipaina, cliva o
induzida por IL-6.

A resposta de células TCD8+ estd aumentada na doenca de Chagas e é um fator
associado & patogénese da LC. E possivel que células TCD8+ especificas para T. cruzi
migrem para a lesdo de pacientes com LC e degranulem. Esse processo as vezes ndo é
antigeno-especifico, pode ser através do NKG2D presente nas TCD8+ especificas para T.
cruzi. (CROSBY et al, 2014).

A sobreposicdo dessas doengas aumenta a probabilidades de complicagfes na doenca
de Chagas e falha terapéutica no caso da leishmaniose. Além disso, a doenga de Chagas na
forma indeterminada € assintomatica, dificultando a identificacdo da existéncia de uma
coinfeccdo, isso € um fator complicador para o tratamento nas duas infeccGes. Quando a
persisténcia do patdgeno se estabelece durante a infeccdo, a exposicdo cronica a um
microambiente inflamatdrio também pode contribuir para 0 comprometimento das respostas
das células T CD8*, resultando em uma resposta menos eficiente a eliminacdo do patégeno e
promovendo sua persisténcia. As células T podem ser afetadas pela exposi¢do cronica a
antigenos. Esse comprometimento nas respostas de células T CD8" especificas de T. cruzi foi
associado a um aumento da frequéncia de células de memadria totalmente diferenciadas e a um
aumento da taxa de apoptose na populacéo total de células T CD8" periférica (SANMARCO
et al., 2016). Achados na literatura sugerem que a resposta humoral ao T. cruzi acontece com
0 objetivo de opsonizar e neutralizar o patogeno, além de ativacdo de células citotoxicas

dependentes de anticorpos.
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Em leishmaniose, a associagdo entre o quadro clinico do paciente com o perfil de
imunoglobulinas, bem como, com sua avidez, ¢ muito complexa. (SOUZA et al, 2005). Nesse
estudo nds mostramos que pacientes coinfectados, apresentaram titulos de anticorpos anti-
Leishmania mais elevados em comparagdo com pacientes apenas com Leishmaniose,

indicando que a coinfec¢do também pode interferir na resposta de anticorpo.

O tropismo tecidual especifico de diferentes isolados de Trypanosoma cruzi, pode
influenciar a evolugdo clinica da doenca. A frequéncia elevada de células T ativadas
CD4+CD28 no sangue periférico de portadores da doenca de Chagas esta associada com a
expressao de IL-10 na forma indeterminada. (CROSBY et al, 2014). A existéncia simultanea
de reatividade celular anti e pro-inflamatoria frente a presenga constante de estimulo
antigénico, tanto do parasita quanto do hospedeiro, leva a diferentes formas da doenca de
Chagas. Além disso, fatores que determinam a producao dessas citocinas, como os estimulos
antigénicos associados a infeccdo e a ocorréncia de polimorfismos génicos, desempenham
papel essencial na imunopatologia chagasica. A compreensdo da interacdo na coinfecgdo entre
leishmaniose e doenga de Chagas € fundamental para um tratamento mais eficaz e menos
danoso ao paciente. Existe um grande desafio na comunidade biomédica para uma alternativa
de tratamento desses pacientes coinfectados, utilizando diferentes tipos de tratamento. A
combinacédo de drogas para tratar duas infecgbes ao mesmo tempo, pode levar ao aumento da
intolerancia e efeitos adversos. (MARTINEZ et al., 2018). Medicamentos antimoniais por
exemplo, sdo cardiotoxicos e podem agravar uma cardiomiopatia chagasica. Um tratamento
ndo convencional para a leishmaniose pode abrir novas perspectivas para o tratamento da

doencga na coinfec¢do com T.cruzi .

Na leishmaniose, a falha terapéutica pode ocorrer como um fator particular do
individuo, condigdo genética, fase da doenga, forma clinica ou espécie envolvida. Ela ocorre
entre 38-70% dos casos e 0s pacientes que apresentam falha no tratamento precisam de outra
série de antimonial pentavalente (SbY) ou medicamentos alternativos para alcangar a cura.
(MACHADO et al, 2007). No6s mostramos neste estudo que a maioria dos pacientes

coinfectados (70%) precisaram de outra série de antiménio para curar a lesao.

As coinfecgbes podem influenciar na resposta imunologica interferindo no curso
clinico e terapéutico da LTA, devendo ser um aspecto a ser considerado durante 0 manejo do
paciente (CATALDO, 2016). Estudos em camundongos mostraram que na presenca de
infeccdo por helmintos, o desenvolvimento de lesdes cutdneas aumentaram, enquanto outros

diminuiram ou permaneceram inalterados. (MARTINEZ, 2018). Um estudo experimental
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sugeriu que as respostas Th2 induzidas pela infecgdo helmintica tiveram efeitos sistémicos,
que diminuiram a resposta Th1l local inicial a Leishmania. O tempo de cicatrizacdo também
foi avaliado, sendo maior para os pacientes com LT e infeccdo por helmintos do que para
pacientes apenas com LT (MARTINEZ, 2018). Ha relatos sobre coinfeccdo de hanseniase
lepromatosa e leishmaniose mucosa, onde observou-se forte reacdo cutanea e alta produgéo de
IFNy contra antigenos de Leishmania, enquanto as respostas contra antigenos de M. leprae
foram quase ausentes (MARTINEZ, 2018).

O antimonial pentavalente € conhecido por prolongar o tempo de QT (tempo para o
coragéo recarregar seus batimentos), causando arritmia. Eles sdo, portanto, contraindicados
em pacientes com doenca cardiaca conhecida. Por um lado, cardiomiopatia € uma
manifestacdo clinica bem conhecida da doenca de Chagas, portanto, prudéncia é recomendado

em pacientes com coinfeccao por Leishmania e Trypanosoma (MARTINEZ et al, 2018).

Esse trabalho demostra a necessidade de uma conduta direcionada nos casos de
pacientes que falham a terapia no sentido de uma investigacao voltada para a identificacdo da
existéncia da coinfeccdo por T. cruzi para que seja possivel a escolha adequada do tratamento,
onde se possa diminuir os riscos dos efeitos do antiménio em um paciente chagasico, e em
busca de sucesso no tratamento dos pacientes refratarios ao tratamento leishmaniose cutanea.

Além disso, enquanto os melhores tratamentos com medicamentos eliminariam 0s
parasitas, 0os medicamentos desenvolvidos até 0 momento ndo conseguem induzir a cura

esteril e, muitas vezes sdo lamentavelmente ineficientes no controle da doenga.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Pacientes com leishmaniose e coinfectados por T. cruzi apresentaram niveis de
Imunoglobulinas mais elevados em relacdo aos somente infectados por Leishmania. Dessa
forma a dosagem de imunoglobulinas frente a antigeno de Leishmania nos pacientes
coinfectados e o diagnostico para Doenca de Chagas, podem contribuir para orientar a
conduta clinica nesses pacientes.

Os niveis de IL-6 foram mais elevados nos pacientes coinfectados quando comparado aos
pacientes somente infectados por Leishmania e no grupo de pacientes que falharam a terapia
com antimonial pentavalente até noventa dias (90) de tratamento. N6s mostramos através
desse trabalho a importancia de uma investigacdo diagnostica de coinfeccdes para 0s
pacientes que falham ao tratamento, contribuindo para uma conduta clinica que leve em

consideracdo uma doenga preexistente.
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