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RESUMO

J4

A coinfeccdo por multiplos parasitas ¢ uma realidade clinica complexa e ainda
subinvestigada em areas endémicas. A infec¢do por 7. cruzi causa a Doenga de Chagas, uma
patologia com alto tropismo cardiaco, enquanto L. (L.) amazonensis causa leishmaniose
cutanea, e ambas coexistem em diversas regides. A compreensao das interagdes imunoldgicas
entre esses dois patdgenos € necessdria para o prognéstico da doenga, mas permanece
amplamente desconhecida. Com o objetivo de preencher essa lacuna, este estudo investigou a
modulacdo da resposta imune em modelos in vitro e in vivo da coinfec¢do, focando na
progressdo da doenga de Chagas. Demonstramos que a coinfec¢do nao se manifesta como um
processo aditivo, mas sim como uma interacao paradoxal que resulta em um cenario de
desregulagdo imunoldgica. Em infecgdes isoladas, 7. cruzi possui uma superioridade
replicativa sobre L. (L.) amazonensis em macrofagos, destacando sua intrinseca capacidade de
proliferacdo. Contudo, a presenca de L. (L.) amazonensis suprime a replicacdo de 7. cruzi em
ambiente isolado, a0 mesmo tempo em que a coinfec¢do promove uma polarizagdo mista de
macrofagos M1/M2 e uma redugdo na expressdo de vias inflamatdrias cruciais.
Paradoxalmente, essa modulacdo local facilita a patogénese sistémica de 7. cruzi, levando a
um desfecho de doenga mais grave, com maior disseminagao parasitaria € um agravamento da
miocardite chagésica. A resposta imune no coragdo ¢ caracterizada por uma inflamagao
excessiva, mediada, possivelmente, pelo aumento de IL-6, mas que ¢ ineficaz para o controle
do parasita devido a inibicdo da expressdo de iNOS. Concluiu-se que o desequilibrio
imunolégico na coinfec¢do contribui para o agravamento da cardiopatia, reforcando a
importancia de se considerar as coinfecgdes no diagnostico e manejo da Doenca de Chagas em

regides de coendemicidade.

Palavras-chave: Coinfeccdo, Doenca de Chagas, Leishmaniose, Resposta Imune, Macrofagos,

Trypanosoma cruzi, Leishmania. (Leishmania) amazonensis.



ABSTRACT

Co-infection with multiple parasites is a complex and under-investigated clinical reality in
endemic areas. 7. cruzi infection causes Chagas disease, a pathology with high cardiac tropism,
while L. (L.) amazonensis causes cutaneous leishmaniasis, and both diseases coexist in several
regions. Understanding the immunological interactions between these two pathogens is
necessary for disease prognosis but remains largely unknown. Aiming to fill this gap, this study
investigated the modulation of the immune response in vitro and in vivo models of co-infection,
focusing on the progression of Chagas disease. We demonstrated that co-infection does not
manifest as an additive process, but rather as a paradoxical interaction that results in a scenario
of immunological dysregulation. In single infections, 7. cruzi showed a superior replicative
capacity over L. (L.) amazonensis in macrophages, highlighting its intrinsic proliferative
capacity. However, the presence of L. (L.) amazonensis suppressed T. cruzi replication in
isolated environments, while co-infection promoted a mixed M1/M2 macrophage polarization
and a reduction in the expression of necessary inflammatory pathways. Paradoxically, this local
modulation facilitates the systemic pathogenesis of 7. cruzi, leading to a more severe disease
outcome, with greater parasitic dissemination and an exacerbation of chagasic myocarditis. The
immune response in the heart is characterized by excessive inflammation, possibly mediated
by an increase in IL-6, which is nevertheless ineffective for parasite control due to the inhibition
of iINOS expression. It was concluded that the immunological imbalance in co-infection
contributes to the worsening of cardiomyopathy, reinforcing the importance of considering co-

infections in the diagnosis and management of Chagas disease in co-endemic regions.

Keywords: Co-infection, Chagas Disease, Leishmaniasis, Immune Response, Macrophages,

Trypanosoma cruzi, Leishmania. (Leishmania) amazonensis.



1. Introduciao

1.1. Aspectos gerais de Trypanosoma cruzi

A infec¢do pelo protozoario parasita Trypanosoma cruzi (T. cruzi) € a causa da doenga
de Chagas, uma patologia cronica e sistémica de relevancia global. A doenc¢a se manifesta em
duas fases distintas: a aguda, caracterizada por alta parasitemia e geralmente autolimitada, e a
cronica, de progressio lenta e baixa parasitemia (COURA et al., 2013; PEREZ-MOLINA e
MOLINA, 2018; MACALUSO et al., 2023). Na fase aguda, cerca de 70% dos pacientes
permanecem assintomaticos, enquanto os 30% restantes podem desenvolver, apos décadas,
manifestagdes cardiacas, digestivas ou cardiodigestivas significativas (MACALUSO et al.,

2023; MARIN-NETO, 2023; WHO, 2024).

Reconhecida pela Organizagdo Mundial da Satide como uma doenga negligenciada, a
doenga de Chagas, outrora prevalente na América Latina, expandiu seu alcance para a Europa
e os Estados Unidos, impulsionada pela migragao e por vias de transmissao como transfusoes
de sangue e transplantes de 6rgados (MARIN-NETO et al., 2023; WHO, 2023). No Brasil, a
doenga ja afetou cerca de 40% do territdrio, com maior incidéncia em Minas Gerais, Goids,
Bahia, Sao Paulo, Acre, Amazonas ¢ Amapa. A maioria dos surtos recentes concentrou-se no
Paréa (75,9%) e Amapa (12,5%), com casos esporadicos no Amazonas, Tocantins ¢ Bahia

(CONCEICAO et al., 2013; LIMA et al., 2018).

O ciclo de vida de T. cruzi envolve dois hospedeiros e multiplas formas (epimastigotas,
tripomastigotas metaciclicos, amastigotas e tripomastigotas sanguineos), cada uma adaptada as
condi¢des especificas do vetor (triatomineo) e do hospedeiro mamifero (COURA, 2013). A
transmissao ocorre quando o triatomineo ingere sangue infectado, permitindo que os
tripomastigotas se transformem em epimastigotas no intestino do inseto. Estes se multiplicam
e migram para o reto, onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos. Durante a picada,
o inseto libera fezes contendo os parasitas, que penetram no hospedeiro mamifero através da
pele ou mucosas. No interior das células do hospedeiro, os tripomastigotas transformam-se em
amastigotas, que se multiplicam e liberam novos tripomastigotas na corrente sanguinea
(tripomastigotas sanguineos). A ingestdo destes por outro triatomineo completa o ciclo

(COURA, 2013; STANAWAY e ROTH, 2015; MACALUSO et al., 2023; WHO, 2024).
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Figura 1: Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi (Fonte: Organizacdo Mundial da Saude - WHO). (1) Por meio das
fezes do triatomineo, tripomastigotas metaciclicos do inseto barbeiro infectam o hospedeiro humano, (2-3)
transformando-se em amastigotas que se replicam intracelularmente. (4) Apos diferenciagdo em tripomastigotas
sanguineos, eles se disseminam no hospedeiro ou (5) sdo ingeridos pelo barbeiro (c-7), onde se transformam em
epimastigotas, multiplicam-se e (8) evoluem para tripomastigotas metaciclicos infectantes no intestino do inseto,
fechando o ciclo. A transmissdo também pode ocorrer por outras vias além do vetor.

O tratamento da Doenga de Chagas baseia-se principalmente no uso de antiparasitarios
como o benznidazol e o nifurtimox, que sdo mais eficazes na fase aguda da infec¢ao, embora
também possam apresentar beneficios na fase cronica ao reduzir a progressdo da doenga e a
carga parasitdria. Ambos os medicamentos tém limitacdes, como efeitos adversos e baixa
eficacia em fases avangadas da doenca, o que impulsiona a busca por novas terapias e
estratégias terapéuticas combinadas (BERN et al., 2011; RIBEIRO et al., 2022). Estudos
recentes também investigam abordagens imunomoduladoras e terapias baseadas em novos
alvos moleculares, com foco em melhorar a eficacia e reduzir os efeitos colaterais dos

tratamentos disponiveis (BONNEY e ENGMAN, 2015).



1.2. Aspectos gerais de Leishmania (Leishmania) amazonensis

Leishmania (Leishmania) amazonensis € um protozoario parasita do género
Leishmania, causador de diversas manifestagdes clinicas da leishmaniose, uma zoonose
endémica em varias regides do mundo (BLAINE et al., 2023). No Brasil e em outros paises da
América Latina, essa espécie ¢ particularmente associada a leishmaniose cutanea difusa, uma
forma da doenga caracterizada por lesdes ulcerosas extensas e de dificil tratamento

(ANIVERSA et al., 2018).

A leishmaniose cutanea difusa se manifesta por meio de multiplas lesdes ulcerosas,
frequentemente indolores, que podem abranger grandes areas do corpo. A evolugdo clinica ¢
variavel, e a resposta ao tratamento convencional ¢ frequentemente insatisfatoria (PACHECO-
FERNANDEZ et al., 2021). A auséncia de uma vacina eficaz e as dificuldades no tratamento
da leishmaniose cutanea difusa representam desafios significativos para os sistemas de satde

(SILVA et al., 2013).

O ciclo de vida de L. (L.) amazonensis alterna entre duas formas (promastigota e
amastigota) e dois hospedeiros: o inseto vetor (fleb6tomo) e o mamifero (incluindo o ser
humano). A forma promastigota, alongada e flagelada, ¢ encontrada no intestino do fleb6tomo
e ¢ a forma infectante para o hospedeiro vertebrado. A forma amastigota, arredondada e
aflagelada, ¢ encontrada no interior das células do hospedeiro vertebrado e ¢ a forma replicativa

do parasita (BATES, 2018).

A transmissdo ocorre quando a fémea do flebotomineo infectada pica um mamifero e
inocula promastigotas metaciclicos na pele. Estes sdo fagocitados por macrofagos e outras
células do sistema imune, onde se transformam em amastigotas e se multiplicam. A ruptura das
células infectadas libera novos parasitas, que podem infectar outras células. Ao se alimentar de
um hospedeiro infectado, o flebétomo ingere macréfagos contendo amastigotas, que se
transformam em promastigotas no intestino do inseto, reiniciando o ciclo (BATES, 2018; CDC,

2024).
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Figura 2: Ciclo de vida da Leishmania (Fonte: Organiza¢do Mundial da Satide - WHO). (1) Flebotomos fémeas
infectadas picam o hospedeiro mamifero e injetam promastigotas metaciclicos juntamente com a saliva. (2) Os
promastigotas sdo fagocitados por macrofagos. (3) Dentro dos macroéfagos, os promastigotas se transformam em
amastigotas. (4) Os amastigotas se multiplicam dentro dos macrofagos. (5-6) Um flebotomo ingere macrofagos
infectados com amastigotas durante o repasto sanguineo. (7) No intestino médio do flebotomo, os amastigotas se
transformam em promastigotas. (8) Os promastigotas se multiplicam e migram para a probdscide do flebotomo,
prontos para infectar um novo hospedeiro.

O tratamento da leishmaniose cutinea causada por L. (L.) amazonensis permanece um
desafio, devido a variabilidade na resposta terapéutica e a toxicidade dos farmacos disponiveis.
Os antimoniais pentavalentes, como o antimoniato de meglumina, continuam sendo a primeira
linha de tratamento, embora apresentem limitagdes como efeitos colaterais severos e
surgimento de resisténcia parasitaria. Alternativas como a anfotericina B lipossomal e a
miltefosina tém mostrado eficacia em alguns casos, mas seu uso ainda ¢ restrito devido ao custo
elevado ou disponibilidade limitada (CROFT et al., 2006; PONTE-SUCRE et al., 2017).
Estudos com novas moléculas e estratégias imunoterapéuticas vém sendo desenvolvidos para

superar essas barreiras e proporcionar tratamentos mais seguros e eficazes (FERREIRA et al.,

2020).



1.3. Distribuicao geografica da leishmaniose e da doenca de Chagas no mundo

A leishmaniose e a doenca de Chagas sdo enfermidades parasitarias negligenciadas de
grande relevancia na saude publica global. Ambas possuem distribuicdo geografica
predominantemente tropical e subtropical, mas apresentam padrdes distintos de dispersao,
refletindo fatores ecologicos, sociais e vetoriais especificos. A leishmaniose esta amplamente
distribuida em cerca de 90 paises, com destaque para regides da América Latina, Africa,
Oriente Médio, sul da Asia e Europa mediterrinea (ALVAR et al., 2012). Ja a doenca de
Chagas ¢ praticamente restrita ao continente americano, com maior concentragao nos paises da
América do Sul e Central, embora casos importados tenham sido identificados em regides nao
endémicas como Europa, América do Norte, Japdo e Australia (COURA e VINAS, 2010;
BERN et al., 2011; GONZALEZ-SANZ et al., 2023; ECDC, 2024 ¢e MONTEBLANCO et a.,
2025).

Nas Américas, observam-se amplas areas de coendemicidade, especialmente no Brasil,
Bolivia, Argentina, Peru, Paraguai e Colombia, onde hé sobreposi¢ao espacial entre os vetores
triatomineos (transmissores de 7. cruzi) e os flebotomineos (vetores de Leishmania spp.)
(PAHO, 2023). Tais regides representam zonas de risco elevado, especialmente em contextos
rurais e periurbanos, com fragilidade no saneamento e no acesso a saude. O mapa evidencia
essa sobreposi¢do ao classificar tais dreas com alta coendemicidade. Por outro lado, paises
como Chile e Uruguai registram casos autoctones de doenga de Chagas, mas ndo apresentam
transmissao local de leishmaniose, ilustrando um cenario de endemicidade exclusiva (WHO,
2023a). Em contraste, paises como México, Venezuela e Honduras apresentam ambas as
doencas, mas com intensidade e distribuicao geografica variadas, justificando sua classificacao

como areas de coendemicidade moderada (PAHO, 2023).

Na Africa, a leishmaniose ¢ amplamente distribuida, especialmente no Leste e Norte do
continente, com formas cutaneas e viscerais fortemente associadas a pobreza extrema,
desnutricdo e instabilidade politica. Em paises como Etiopia, Suddo, Quénia, Argélia e Mali, a
transmissao € ativa e, muitas vezes, recorrente em surtos epidémicos (WHO, 2023b). A doenga
de Chagas, por outro lado, esta ausente da Africa em termos de transmissdo natural, com
registros limitados a casos importados e experimentais. Situacdo semelhante ¢ observada na
Asia, onde a leishmaniose visceral é altamente endémica na India, Bangladesh e Nepal,

enquanto a forma cutanea predomina no Ird, Paquistdo, Afeganistdo e Siria. Também nesses



paises nao ha vetores competentes para a transmissdo autoctone de 7. cruzi, tornando

improvavel a ocorréncia natural da doenca de Chagas (ALVAR et al., 2012).

Na Europa, destaca-se a presenca de leishmaniose visceral zoondtica em regides do
Mediterraneo, como Espanha, Itilia, Portugal e Grécia, com transmissdo vinculada a caes
domésticos e flebotomineos do género Phlebotomus (ECDC, 2023). A doenga de Chagas,
embora ndo endémica, representa um desafio emergente nos servicos de satde de paises com
alta imigragdo latino-americana, principalmente Espanha e Suica, onde ha protocolos de
triagem soroldgica em bancos de sangue e gestantes (COURA e VINAS, 2010; Bern et al.,
2011). A América do Norte, por sua vez, apresenta registros limitados de transmissao de T.
cruzi em estados do sul dos Estados Unidos, como Texas e Arizona, assim como de
leishmaniose cutdnea em humanos ¢ cdes, ainda que com baixa expressao epidemiologica

(BERN et al., 2011).
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Figura 3: Distribuicio geografica da leishmaniose e da doen¢a de Chagas no mundo, com classificacdo por
endemicidade e coendemicidade. O mapa foi construido usando mapchat com base em dados epidemiologicos
globais provenientes da Organiza¢do Mundial da Satde (WHO, 2023a, 2023b), Organiza¢ao Pan-Americana da
Saude (PAHO, 2023), European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC, 2023), bem como em estudos
de revisdo epidemioldgica de Alvar et al. (2012), Coura & Vifias (2010) e Bern et al. (2011).

Por fim, diversas regides do globo permanecem livres da transmissdo autoctone de
ambas as doencas, como Canadd, Europa setentrional, Russia, Japdo, Australia e Nova

Zelandia. Essas areas estdo associadas a climas temperados ou frios, alto desenvolvimento

6



socioecondmico, auséncia de vetores e vigilancia epidemiolédgica eficiente (WHO, 2023a;
ECDC, 2023). O mapa construido reflete essas dinamicas ao classificar em cores distintas as
areas com leishmaniose isolada, doenca de Chagas isolada, coendemicidade, endemicidade
moderada e auséncia de transmissdo. Essa representacao geografica, baseada em dados oficiais
e literatura especializada, serve como ferramenta valiosa para analise de risco, alocagdo de

recursos € planejamento de acdes de controle e vigilancia em satude publica.

1.4. Resposta Imune a T. cruzi e L. (L.) amazonensis

A resposta imune representa um intrincado sistema de defesa do hospedeiro contra
patogenos, como 7. cruzi e L. (L.) amazonensis, sendo classicamente dividida em imunidade
inata e adaptativa. A imunidade inata, a primeira linha de defesa, caracteriza-se por respostas
rapidas e ndo especificas, mediadas por células como macrofagos, neutrofilos e células
dendriticas. Estas reconhecem padrdes moleculares conservados nos patdogenos (PAMPs)
através de receptores como os Toll-like receptors (TLRs) e os receptores NOD-like (NLRs),
desencadeando a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-o e IL-1PB, essenciais
para o controle inicial da infec¢do (MURPHY et al., 2016; ABBAS et al., 2018). A imunidade
adaptativa, mais tardia e especifica, € orquestrada por linfocitos T e B. Linfocitos T atuam na
eliminacao de células infectadas, enquanto linfocitos B produzem anticorpos que neutralizam

os patégenos (MURPHY et al., 2016; ABBAS et al., 2018).

Na Na infec¢do por 7. cruzi, a resposta imune adaptativa desempenha um papel
necessario no controle da parasitemia e na limitagdo dos danos teciduais, embora o parasita
possa persistir em baixos niveis no hospedeiro (MACALUSO, 2023). Na fase aguda, 7. cruzi
ativa cé€lulas dendriticas e macrofagos, que atuam como células apresentadoras de antigenos
(APCs). As células dendriticas, apds o reconhecimento do patdogeno, migram para os Orgaos
linfoides secundarios, onde interagem com células T CD4+ (Th), induzindo a sua diferenciacao
em células T helper 1 (Th1), um processo necessario para a polariza¢do da resposta imune. Esta
diferenciagdo ¢ fortemente influenciada pela citocina IL-12, produzida tanto pelos macrofagos
quanto pelas células dendriticas. Os macrofagos, por sua vez, ao serem ativados, produzem IL-
12 e TNF-q, esta ultima uma citocina pro-inflamatdria que desempenha um papel central na
resposta imune inata e na ativagdo de outras células imunes, incluindo as Natural Killer (NK).
As células NK, estimuladas por IFN-y e IL-12, também contribuem para a eliminacao do
patogeno através da producao de IFN-y e da ativacdo de macrofagos. A produgdo de Espécies

Reativas de Nitrogénio e espécies reativas de oxigénio (RNI e ROS) pelos macrofagos ativados
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¢ um mecanismo essencial na destrui¢do do patdogeno.
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Figura 4: Representacio esquematica da resposta imune do hospedeiro a infeccio por Trypanosoma cruzi.
(Fonte: Barros, 2016). Fase Aguda: Inicia-se com a fagocitose do parasita por células dendriticas e macrofagos.
Estas células ativam-se e produzem citocinas pro-inflamatorias, como a IL-12 e TNF-a. A IL-12 induz a
diferenciacdo de linfécitos T auxiliares virgens (Thp) em linfécitos Thl, e a ativagdo de Células Natural Killer
(NK), que por sua vez produzem IFN-y. O IFN-y é necessario para a ativacdo de macrofagos e a produgdo de
oxido nitrico (NO) e outras moléculas efetoras, que levam a destrui¢do dos parasitas. Macrofagos ativados também
liberam TNF-a, que atua em um feedback positivo na ativagdo de outros macrofagos. Fase Cronica: A resposta
adaptativa mediada por linfocitos T continua a ser essencial. Os linfocitos Thl induzem a produgdo de IFN-y, que
ativa linfocitos T CD8+, resultando em citotoxicidade direta e morte de células musculares infectadas. Além disso,
o [FN-y também estimula a diferenciag@o de plasmocitos, que secretam anticorpos (IgG1, IgG2a). Estes anticorpos
participam da opsonizagdo e lise dos parasitas, facilitando sua destruigdo. Macrdéfagos ativados na fase cronica

continuam a produzir moléculas efetoras para a destruigdo do parasita.

A transicdo para a fase cronica ¢ marcada pela amplificacdo da resposta imune
adaptativa, principalmente mediada pelas células Thl. As células Thl produzem grandes
quantidades de IFN-y, uma citocina multifuncional que desempenha um papel critico em
diversas vias de eliminagao do patogeno. O IFN-y atua diretamente na ativagdo de macrofagos,
potencializando a sua capacidade fagocitica e a producdo de moléculas efetoras, levando a
destruicdo do parasita. Além disso, o IFN-y estimula o desenvolvimento de plasmdcitos, que

sao as células produtoras de anticorpos. A producao de anticorpos, como IgG1 e [gG2a, resulta
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na opsonizagdo e lise dos parasitas, mecanismos importantes na eliminacao extracelular. A
citotoxicidade mediada por células T CD8+, ativadas também sob a influéncia do IFN-y,
representa um pilar fundamental da resposta imune adaptativa. As células T CD8+ efetoras
atacam e destroem células musculares infetadas, induzindo a morte celular e limitando a

propagacao do patogeno.

Em contraste, a resposta imune a L. (L.) amazonensis apresenta uma plasticidade
notavel, com diferentes perfis de citocinas (predomindncia Thl ou Th2) frequentemente
associados as distintas manifestagdes clinicas da doenca (MURPHY et al., 2016; ABBAS et
al., 2018). Apds a inoculacdo de Leishmania, o parasita explora o microambiente inflamatorio
induzido pela saliva do vetor para facilitar sua invasao celular. Neutrofilos sdo as primeiras
células a serem recrutadas e a fagocitar os promastigotas, contudo, os macrofagos emergem
como as células primdrias para a replicagdo parasitaria e o estabelecimento da infecgao.
Surpreendentemente, a Leishmania fagocitada é capaz de sobreviver e se multiplicar no interior

do fagolisossomo do macréfago, um ambiente hostil caracterizado por baixo pH e enzimas

liticas (CONDE et al., 2022; COSTA-DA-SILVA et al., 2022 e OMONDI et al., 2022).

A coinfeccdo, definida pela presenca simultinea de dois ou mais patégenos em um
unico hospedeiro, representa um desafio significativo para a saude publica, especialmente em
regides tropicais e subtropicais onde a coexisténcia de diversas doengas infecciosas ¢ comum
(VENTER et al., 2022). Entretanto, apesar da relevancia epidemiologica da coinfecc¢ao por 7.
cruzi e L. (L.) amazonensis em areas de coendemia, o intrincado balan¢o da resposta imune
nesse cenario permanece amplamente desconhecido. As interagdes complexas entre esses
parasitas intracelulares e o sistema imunoldgico do hospedeiro podem desviar as respostas
protetoras direcionadas a cada patdogeno individualmente, com consequéncias imprevisiveis
para a patogénese, a progressao da doenga e a eficacia das abordagens terapéuticas. Ainda nao
estd totalmente elucidado se a presenga de um parasita modula a resposta imune de forma a
exacerbar ou atenuar a infeccdo pelo outro, ou se mecanismos de competicdo intracelular
influenciam a carga parasitaria e a ativacdo imune. Compreender as nuances da resposta imune
na coinfeccdo € necessario para o desenvolvimento de estratégias de diagnostico clinico e
tratamento mais precisas e para a otimizagao de intervencdes terapéuticas que considerem as

interagdes sinérgicas ou antagdnicas entre esses importantes patdgenos.



1.5. Justificativa do Estudo

A investigacdo da modulagdo da resposta imune na coinfecgdo por 7. cruzi e L. (L.)
amazotnensis apresenta-se como um tema de grande relevancia para a saude publica,
considerando a ocorréncia de ambas as parasitoses em areas endémicas e a possibilidade de
coinfec¢des em populagdes expostas. Em regides com distribuicdo geografica sobreposta, a
coexisténcia desses parasitas aumenta o risco de infecgdes mistas em hospedeiros humanos e
animais (HERRERA et al., 2022). Estudos recentes t€ém demonstrado a complexidade das
coinfecgdes envolvendo parasitas intracelulares, particularmente o filo Apicomplexa, e seu
impacto na resposta imune. Pesquisas revelam que coinfecgdes podem levar a interagdes
complexas, incluindo competi¢do por recursos intracelulares e modula¢do da resposta imune
do hospedeiro (VENTER et al., 2022; BRANDAO et al., 2023). Por exemplo, estudos sobre
coinfecgodes por diferentes espécies de Plasmodium, o parasita da malaria, t€ém revelado que a
presencga de uma espécie pode alterar a dindmica de infec¢do e a gravidade da doenga causada
por outra, com implicagdes para a patogé€nese da maldria e a eficacia do tratamento
(BRANDAO et al., 2023). Além disso, pesquisas exploram os mecanismos moleculares
subjacentes a essas interagdes, como a modulacdo da expressdo de microRNAs e outras
moléculas regulatorias (BRANDAO et al., 2023), que podem influenciar a resposta imune do
hospedeiro e a sobrevivéncia dos parasitas. A ocorréncia de coinfeccdes por parasitas
tripanosomatideos, como Leishmania spp. € T. cruzi, ¢ uma realidade em areas endémicas
sobrepostas (HERRERA et al., 2022), com potenciais implicagdes para a patogénese € o
tratamento das doencas resultantes. Um estudo de caso recente investigou os efeitos do
tratamento com antimoniato de meglumina na resposta imune de um paciente com coinfecc¢ao
por leishmaniose mucosa e doenca de Chagas, revelando uma modulagdo na producdo de
citocinas e na populagdo de células T regulatorias, o que destaca a complexidade das interagdes

imunolégicas nesse cenario clinico (REZENDE-OLIVEIRA et al., 2020).

Nesse contexto, este estudo contribuird para o conhecimento da imunopatologia das
doencas parasitarias, ao investigar como a coinfecg¢ao por 7. cruzi e L. (L.) amazonensis modula
a resposta imune do hospedeiro. A compreensdo dos mecanismos imunologicos envolvidos
nessa interacdo parasito-parasito-hospedeiro ¢ fundamental para elucidar os possiveis efeitos
sinérgicos ou antagonicos da coinfec¢do e seu impacto no curso clinico das doengas. Além
disso, os resultados desta pesquisa poderdo ter um potencial impacto no desenvolvimento de

novas estratégias de diagndstico e tratamento, ao identificar alvos terapé€uticos e biomarcadores
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associados a coinfeccdo, bem como subsidiar a elaboragdo de medidas de controle mais

eficazes em areas de coendemia.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral
» Avaliar o impacto da coinfec¢do por 7. cruzi e L. (L.) amazonensis na modulacdo da
resposta imune in vitro e in vivo, € investigar os mecanismos moleculares

imunopatoldégicos envolvidos.

2.2. Objetivos Especificos

> Estimar a porcentagem de células infectadas e quantificar os parasitas
intracelulares em macréfagos RAW 264.7 em infec¢des tinicas e coinfecgdo com
T. cruzi e L. (L.) amazonensis.

> Quantificar a carga parasitaria de 7. cruzi e L. (L.) amazonensis em macrofagos
RAW 264.7 em infecgdes Unicas e coinfec¢do com 7. cruzi e L. (L.) amazonensis.

> Avaliar o perfil de polarizacao de macréfagos RAW 264.7 (M1/M2) em infec¢des
unicas e coinfec¢cdo com 7. cruzi e L. (L.) amazonensis. pela expressao génica de
iNOS, arginase ¢ Yml.

> Mensurar a expressdo de genes relacionados ao inflamassoma (ASC, NLRP1,
NLRP2, NLRP3, NLRP4, NLRP5, NLRP9 ¢ NLRP10) em macrofagos RAW
264.7 em infecgdes Unicas e coinfeccao.

> Quantificar a producdo de citocinas IL-6, IL-10, IL-12p70 no sobrenadante de
culturas de macrofagos RAW 264.7 em infec¢des tnicas e coinfeccdo com 7. cruzi
e L. (L.) amazonensis.

> Quantificar a carga parasitaria nos tecidos (pata, sangue, coracao, bago e figado)
de camundongos Balb/c em infec¢des unicas e coinfec¢ao, nos tempos de 7, 15 e
30 dias ap6s a infeccao.

> Realizar analise histopatologica do coragdao de camundongos Balb/c em infecgdes
unicas e coinfec¢do, 30 dias apds a infecgao.

» Quantificar a producdo de citocinas IL-1p, IL-18, IL-6 e IL-10 no soro de
camundongos Balb/c em infecg¢des tnicas e coinfec¢do, nos tempos de 7, 15 e 30
dias ap0s a infecgao.

> Estimar a expressdo génica de NLRP1, NLRP3, NLRP9 e ASC e citocinas pro-
inflamatoérias e anti-inflamatorias (IL-4, 1L-10, TGF-B, IFN-y, IL-6, TNF-a) e
genes de polarizagdo de macrofagos (iNOS, Arginase-1 e Ym1) em tecidos (pata,
coracdo e bago) de camundongos Balb/c em infec¢des tnicas e coinfecc¢do, 7 dias

apos a infeccao.
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3. Material e Métodos

3.1. Aspectos Eticos e Local de Estudo

A presente pesquisa foi conduzida em estrita conformidade com as diretrizes de
biosseguranga vigentes. Os protocolos experimentais que envolveram a utilizagdo de animais
foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Uberlandia (CEUA), sob o protocolo n® 23117.016293/2024-11 (documentagao
completa em anexo).

As etapas experimentais foram realizadas no Laboratorio de Tripanossomatideos, com
o apoio das instalacdes de redes de laboratorios multiusuarios (RELAM), do Campus
Umuarama, Laboratério de Imunoparasitologia e Laboratério de Histologia, todos localizados

no Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

3.2 Parasitos

Promastigotas de L. (L.) amazonensis foram cultivados em meio Brain Heart Infusion
Broth (BHI) (HIMEDIA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), sob temperatura
controlada de 26 °C. Para os ensaios de infec¢cdo experimental, foram utilizados parasitos em
fase estacionaria, predominantemente promastigotas metaciclicos, que representam a forma
infectante do protozoario.

Tripomastigotas de 7. cruzi foram mantidos em cultura de células VERO, utilizando
meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de SFB,
antibidticos e outros suplementos. As culturas foram incubadas em estufa a 37 °C, sob

atmosfera umida e 5% de COx.

3.3. Células

Linhagem de macréfagos RAW 264.7 (macréfagos derivadas de um tumor induzido pelo
virus da leucemia murina de Abelson em um camundongo fémea BALB/c) foram mantidas em
meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidticos (penicilina e estreptomicina). As células foram
cultivadas em frascos de cultura de tecido, incubadas a 37 °C em atmosfera timida e 5% de
CO2.

Para a realizagdo dos experimentos, as c€lulas foram plaqueadas em placas de 24 pogos, na
densidade de 5 x 10¢ células por pogo, e incubadas durante 24 horas para adesdo. Apods esse
periodo, as células foram submetidas aos tratamentos experimentais, conforme o desenho

experimental abaixo:
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e Grupo 1 (Controle Nao Infectado): Cé¢lulas mantidas em meio de cultura sem
parasitas ou estimulos.

e Grupo 2 (Infeccao com T. cruzi): Células infectadas com 7. cruzi (3 parasitas/célula).

e Grupo 3 (Infeccio com L. (L.) amazonensis): Células infectadas com L. (L.)
amazonensis (10 parasitas/célula).

e Grupo 4 (Coinfeccao): Células infectadas simultaneamente com 7. cruzi (3
parasitas/célula) e L. (L.) amazonensis (10 parasitas/célula).

Ap0s a infecgdo, as células foram incubadas por um periodo de quatro horas em seguida
as células foram lavadas com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) para remover
parasitas extracelulares,o meio de cultura foi reposto e as células foram incubadas para analise
nos tempos de 6h, 12h, 24h, 48h, 72h e 96h dependendo do ensaio.

Durante todo o processo, foram realizados monitoramentos diarios da morfologia
celular e da confluéncia da cultura, utilizando microscopia de luz invertida.

Findo cada ponto temporal, o sobrenadante e¢ as células foram coletados e,

imediatamente, armazenadas em freezer -80 °C.

3.4. Animais

Neste estudo, foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c, mantidos
no Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal (CBEA-UFU) sob condigdes padrao de
luz-escuro (ciclo de 12 horas claro/escuro) e temperatura controlada (23 + 2 °C), com acesso
irrestrito a agua e ragdo. A linhagem foi selecionada por polarizar a resposta imune para o perfil
Th2, o que a torna mais suscetivel a infec¢des intracelulares, como as infecgdes por 7. cruzi e
L. (L.) amazonensis.

Todos os procedimentos de cuidado, manipulagdo e eutanésia dos animais seguiram as
normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal
(CONCEA) e os fundamentos internacionais de bem-estar animal, conforme a Resolugao
Normativa n° 37 de 15/02/2018, que estabelece as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do
CONCEA.

Foram utilizados 60 camundongos Balb/c, distribuidos em quatro grupos
experimentais, com cinco animais por grupo, € submetidos a eutanasia em trés pontos

temporais distintos (7, 15 e 30 dias ap6s a infecgdo):

e Grupo 1 (Controle): Animais nao infectados.

e Grupo 2: Animais infectados exclusivamente com 7. cruzi.
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e Grupo 3: Animais infectados exclusivamente com L. (L.) amazonensis.

e Grupo 4: Animais infectados simultaneamente com 7. cruzi e L. (L.) amazonensis.

A infec¢do foi realizada mediante inoculacdo de 1x107 parasitas por pata, em uma das
patas traseiras de cada animal, usando PBS como veiculo. Em cada ponto temporal foram
coletadas amostras de sangue por plexo orbital com os animais anestesiados e seguido de
eutandasia e cuidadosamente removidos os 6rgaos: coragdo, bago, figado e patas infectadas para
analises subsequentes. Uma parte de coragdes (septo interventricular) foi fixado em solucdo de
formalina a 10% por um periodo minimo de 24 horas e os outros orgdos para analises de

parasitismo e expressao génica foram imediatamente armazenadas em freezer -80 °C.

3.5. Ensaios de Invasao e Multiplicaciao Intracelular

3.5.1. Ensaio de Invasao

As células foram fixadas com solugdo de Bouin, coradas com Giemsa e descoradas com
xilol e acetona. As laminas foram preparadas e as imagens foram adquiridas utilizando
microscopia de luz (Nikon ECLIPSE E100) usando objectiva de 40x. Para quantificar a invasao
(24h), a porcentagem de células infectadas por campo foi determinada em trinta campos € o

numero de parasitas intracelulares foi contado em 100 células infectadas.
3.5.2. Ensaio de Multiplica¢ao Intracelular

Em cada ponto temporal (48h, 72h e 96h), as células foram fixadas com solugdo de
Bouin, coradas com Giemsa e descoradas com xilol e acetona. As ldminas foram preparadas e
as imagens foram adquiridas por microscopia de luz (Nikon ECLIPSE E100) usando objectiva
de 40x. A multiplicagdo intracelular foi quantificada pela contagem do ntimero de parasitas
intracelulares em 100 células infectadas e determinagdo da percentagem de células infectadas

em 30 campos em cada tempo acima referenciada.

3.6. Determinacio do Parasitismo em macrofagos RAW 264.7

Para a determinacdo do parasitismo, as amostras de células RAW 264.7 coletadas nos
diferentes pontos temporais (24h, 48h, 72h e 96h) foram retiradas do freezer e mantidas em
gelo. O DNA total foi extraido, usando tampao de lise contendo SDS para romper as
membranas, e Proteinase K para degradagdo das proteinas associadas ao DNA e na inativacao
de nucleases, o DNA foi entdo precipitado com alcool etilico absuluto e centrifugado a 13.000
rpm por 15 minutos. Apos a lavagem com etanol 70%, o pellet de DNA foi ressuspenso em

agua ultrapura e a concentracdo e a pureza do DNA extraido foram determinadas por
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espectrofotometria da Thermo Scientific NanoDrop Series Spectrophotometers € prosseguiu-
se com a determinagao do parasitismo por JPCR (reacao em cadeia da polimerase quantitativa),
utilizando uma curva padrio para cada parasita para determinar a carga parasitaria.

A reacdo de qPCR foi conduzida no equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems™), utilizando o software StepOne™ Software v2.3 para andlise
dos dados. Os reagentes utilizados foram do kit "SYBR Green gPCR Master Mix Low ROX" da

Nova Biotecnologia. foram usados primers especificos para cada gene e parasitas (em anexo).

3.7. Determinagdo da Expressdo Génica em macréfagos RAW 264.7

Para a determinacdo da Expressdao Génica, as amostras de células RAW 264.7 coletadas
nos diferentes pontos temporais (6h,12h, 24h, 48h, 72h e 96h) foram retiradas do freezer e
mantidas em gelo. O RNA total foi extraido, homogeneizando a amostra em TRIzol para lise
celular e inativacdo de RNases. A seguir, foi adicionado cloroférmio para a separagdo das fases,
onde o RNA permaneceu na fase aquosa (superior). O RNA foi precipitado com alcool
isopropilico e o pellet foi lavado com etanol 75%. Por fim, o RNA foi ressuspenso em agua
livrte de Rnase e concentragdo e a pureza do RNA extraido foram determinadas por
espectrofotometria da Thermo Scientific NanoDrop Series Spectrophotometers. A sintese de
cDNA foi realizada a partir do RNA extraido, utilizando o kit comercial "gScript ¢cDNA

Synthesis Kit" da Nova Biotecnologia, seguindo as instru¢des do fabricante.

A expressdo génica dos genes de inflamassomas (ASC, NLRP1, NLRP2, NLRP3,
NLRP4, NLRP5 NLRP9, NLRP10), genes de citocinas pré-inflamatorias (IFN-y, IL-6, TNF-
o) e anti-inflamatodrias (IL-4, IL-10, TGF-B) e genes de perfil de macréfagos M1(iNos) e M2
(Yml e Arginase-1) foi quantificada por RT-qPCR usando Primers especificos para cada gene
de interesse foram utilizados (em anexo). A reagdo de RT-qPCR foi conduzida no equipamento
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™), utilizando o kit "SYBR Green
qPCR Master Mix Low ROX" da Nova Biotecnologia. O gene GAPDH foi utilizado como gene
de referéncia (housekeeping) para normalizagdo dos dados. A variagdo relativa da expressao
génica foi determinada utilizando o método delta-delta Ct (AACt). O software StepOne™

Software v2.3 foi utilizado para andalise dos dados.
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3.8. Dosagem de Citocinas Th1/Th2 no Sobrenadante de Macrofagos Infectados e
Estimulados

A quantificagdo das citocinas IL-6, IL-10 e IL-12 foi feita por Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), utilizando kits de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) da BD (Becton, Dickinson and Company), seguindo rigorosamente as instrugdes do
fabricante. Para cada amostra e para cada citocina, foram realizados ensaios em duplicata. As
absorbancias foram lidas em um espectrofotdmetro de microplacas (Thermo Scientific
Multiskan FC Microplate Photometer) no comprimento de onda recomendado pelo kit
(450nm). As concentragdes das citocinas foram determinadas através da interpolagao dos
valores de absorbancia em curvas padrdo construidas com os padrdes recombinantes fornecidos

nos kits. Os resultados foram expressos em picogramas por mililitro (pg/mL) meio.

3.9 Analise Histopatologica do Coracido de Camundongos Balb/c Infectados

Os tecidos fixados foram submetidos a uma série de banhos de alcool em concentragdes
crescentes (70%, 80%, 90% e 100%) para remover a agua. Os tecidos desidratados foram
imersos em xilol para remover o alcool e tornar os tecidos transparentes. Os tecidos
diafanizados foram infiltrados com parafina liquida em estufa a 60°C. Blocos de parafina
contendo os tecidos foram seccionados em cortes finos (5 um) utilizando um micrétomo
(Leica-RM2125 RTS). Os cortes histologicos foram montados em laminas de vidro e
submetidos a um processo de desparafinizacdo e reidratagao.

As laminas foram coradas com hematoxilina para evidenciar os ntcleos celulares e, em
seguida, com eosina para corar o citoplasma e a matriz extracelular. As l1aminas coradas foram
novamente desidratadas, diafanizadas e montadas com laminulas utilizando meio de
montagem. As laminas coradas com HE foram analisadas em microscépio de luz (Nikon
ECLIPSE E100) usando objectiva de 40x para avaliar a presenga de infiltrado inflamatério e
alteracdes histopatoldgicas. Para quantificar a intensidade da inflamagdo, um escore
inflamatoério foi estabelecido. Vinte campos microscopicos aleatorios foram selecionados em
cada lamina, e o nimero de agregados de leucécitos presentes em cada campo foi contado. A
presenca de mais de 20 leucocitos em um agregado foi considerada indicativa de infiltracao
(MICHAILOWSKY et al., 2002). O score inflamatorio foi determinado pela média do nimero

agregados de leucdcitos por campo.

3.10 Dosagem de Citocinas no Plasma de Camundongos Infectados
Apos a coleta das amostras de sangue por punc¢do do plexo orbital dos camundongos

Balb/c anestesiados nos tempos de 7, 15 e 30 dias poés-infec¢do, o plasma foi separado por
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centrifugacao a 3.000 rpm por 15 minutos e armazenado em aliquotas a -80 °C até o momento
da analise.

A quantificacdo das citocinas inflamatorias 1L-6, IL-10, IL-18, e IL-1B no plasma dos
camundongos foi realizada utilizando a técnica de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) sendo IL-6 e IL-10 avaliados por kits da BD (Becton, Dickinson and Company) (IL-6
e IL-10) e IL-18 e IL-1B por kits da Thermo Fisher Scientific (IL-18, e IL-1B) seguindo
rigorosamente as instru¢des do fabricante. Para cada amostra de plasma e para cada citocina,
foram realizados ensaios em duplicata. As absorbancias foram lidas em um espectrofotometro
de microplacas (Thermo Scientific Multiskan FC Microplate Photometer) no comprimento de
onda (450nm) recomendado para cada kit. As concentragdes das citocinas foram determinadas
através da interpolacdo dos valores de absorbancia em curvas padrido construidas com os
padrdes recombinantes fornecidos nos kits. Os resultados foram expressos em picogramas por

mililitro (pg/mL) de plasma.

3.11.1. Determinacdo do Parasitismo por qPCR em Tecidos de Camundongos
Balb/c

Amostras de tecido (pata, sangue, coragdo, bago e figado) dos camundongos Balb/c nos
tempos experimentais (7, 15 e 30 dias apds a infec¢do) foram retiradas do freezer, mantidas em
gelo e macerado. O DNA total foi extraido das amostras de tecido usando tampao de lise
contendo SDS para romper as membranas, e Proteinase K para degradagdo das proteinas
associadas a0 DNA e na inativa¢do de nucleases, o DNA foi entdo precipitado com alcool
etilico absuluto e centrifugado a 13.000 rpm por 15 minutos e a concentracdo e a pureza do
DNA extraido foram determinadas por espectrofotometria da Thermo Scientific NanoDrop
Series Spectrophotometers.

A quantidade de DNA de T. cruzi e L. (L.) amazonensis em cada amostra de tecido foi
determinada por qPCR. Primers especificos para cada parasita foram utilizados para amplificar
regides especificas do DNA parasitario (em anexo). A reacdo de qPCR foi conduzida no
equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™), utilizando o kit
"SYBR Green gPCR Master Mix Low ROX" da Nova Biotecnologia. Os dados foram expressos
como a quantidade relativa de DNA parasitario em relagdo ao DNA total da amostra de tecido.
A relagdo entre a carga parasitaria e os diferentes tratamentos experimentais foi avaliada por

meio de andlise de regressao linear, com as formulas construida a partir de uma curva padrao.

3.11.2. Quantificacdo da Expressao Génica por RT-qPCR em Tecidos

Amostras de tecido (pata, sangue, coracao, bago e figado) dos camundongos Balb/c nos
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tempos experimentais (7, 15 e 30 dias apds a infec¢do) foram retiradas do freezer, mantidas em
gelo e macerado. O RNA total foi extraido homogeneizando a amostra em TRIzol para lise
celular e inativacao de RNases. A seguir, foi adicionado cloroférmio para a separagao das fases,
onde o RNA permaneceu na fase aquosa (superior). O RNA foi precipitado com alcool
isopropilico e o pellet foi lavado com etanol 75%. Por fim, o RNA foi ressuspenso em agua
livte de Rnase e e concentragdo e a pureza do RNA extraido foram determinadas por
espectrofotometria da Thermo Scientific NanoDrop Series Spectrophotometers. A sintese de
cDNA foi realizada a partir do RNA extraido, utilizando o kit comercial "gScript ¢cDNA
Synthesis Kit" da Nova Biotecnologia, seguindo as instrugdes do fabricante.

A expressdo génica dos genes de inflamassomas (ASC, NLRP1, NLRP3 e NLRP9) e
genes de citocinas pré-inflamatorias (IFN-y, IL-6, TNF-a) e anti-inflamatérias (IL-4, IL-10,
TGF-B) e genes de perfil de macrofagos M1(iNos) e M2 (Ym1 e Arginase-1) foi quantificada
por RT-qPCR usando primers especificos para cada gene de interesse foram utilizados (em
anexo). A reagdo de RT-qPCR foi conduzida no equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems™), utilizando o kit "SYBR Green gPCR Master Mix Low ROX" da
Nova Biotecnologia. O gene GPDH foi utilizado como gene de referéncia (housekeeping) para
normalizag¢do dos dados. A variacdo relativa da expressdo génica foi determinada utilizando o
método delta-delta Ct (AACt). O Software StepOne™ Software v2.3 foi utilizado para andlise
dos dados.

3.12. Analise Estatistica

Os Os dados obtidos nos experimentos in vitro e in vivo foram submetidos a analise
estatistica utilizando o Software GraphPad Prism, versao 8, com a normalidade da distribui¢do
dos dados sendo avaliada através do teste de Shapiro-Wilk. Para comparagdes entre dois
grupos, o teste t de Student foi utilizado para dados com distribui¢do normal, enquanto o teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney foi empregado para dados sem distribui¢ao normal. Ja para
comparagdes entre multiplos grupos, foi realizada analise de variancia (ANOVA) de uma ou
duas vias, seguida dos testes post-hoc de Tukey ou Sidak, para dados com distribui¢cao normal;
para dados sem distribui¢do normal, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Dunn. Em todos os casos, os resultados foram expressos como média +

desvio padrao, com um valor de p < 0.05 sendo considerado estatisticamente significativo.
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4. Resultados

4.1. T. cruzi apresenta maior capacidade replicativa que L. (L.) amazonensis em
infeccdo unica de macrofagos

A coinfeccdo por diferentes patdgenos ¢ uma realidade complexa que pode influenciar
significativamente a progressdo da doenca e a resposta do hospedeiro. Nesse estudo
investigamos se a interacdo de 7. cruzi e L. (L.) amazonensis com macrofagos, células que
desempenham um papel central na resposta imune inata contra ambos os parasitas, no entanto,
T. cruzi e L. (L.) amazonensis desenvolveram mecanismos para sobreviver e se replicar dentro
dessas células, estabelecendo infecgdes persistentes. Macrofagos RAW 264.7 foram infectados
in vitro com T. cruzi e L. (L.) amazonensis, individualmente ¢ em coinfec¢ao. Avaliamos a
porcentagem de células infectadas e o nimero de parasitas em cada 100 células infectadas em

diferentes tempos apods a infecgao.

Conforme ilustrado na Figura 5, observou-se diferencas significativas na capacidade de
infecgdo e proliferacao entre 7. cruzi e L. (L.) amazonensis. Em infec¢des individuais, 7. cruzi
demonstrou maior capacidade de invadir e de se multiplicar dentro dos macréfagos quando
comparado com L. (L.) amazonensis. Essa diferenga foi evidente tanto na porcentagem de
células infectadas quanto no numero de parasitas por célula. Em coinfeccdes, a carga parasitaria
total foi significativamente maior em comparacdo com a infeccao por L. (L.) amazonensis. No
entanto, ndao houve diferenga significativa em relagdo a infecgdo por 7. cruzi isolado, sugerindo

que este ultimo € o principal responsavel pelo aumento observado na coinfeccao.
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Figura 5 Capacidade de Invasido e Multiplica¢do de Trypanosoma cruzi e Leishmania (Leishmania) amazonensis em
Macrofagos RAW 264.7. (A) Graficos mostrando a porcentagem de macrofagos RAW 264.7 infectados com Leishmania
(Leishmania) amazonensis, Trypanosoma cruzi ou ambos (Coinfectado) nos tempos de 24 horas (Invasdo), 48, 72 e 96 horas
(Multiplicagao) pds-infeccao. (B) Graficos mostrando o niimero de parasitas por 100 macréfagos infectados nos mesmos pontos
de tempo. Os dados nos graficos (Painéis A e B) representam a média + o desvio padrdo da média (SD) de trés experimentos
independentes, com a contagem de pelo menos 100 células por condig@o experimental em cada experimento. As significancias
estatisticas foram determinadas pelo teste de comparagao multipla de Tukey: ns = ndo significativo, * = p < 0,05, ** =p <
0,01, *** =p < 0,001 e **** =p <0,0001. (C) Fotomicrografias representativas de macréfagos RAW 264.7 infectados aos
diferentes tempos, corados com Giemsa. As setas pretas indicam os parasitas intracelulares e a seta vermelha aponta para o
nucleo do macréfago. A barra de escala em cada imagem representa 10 um.
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4.2. L. (L.) amazonensis altera o ambiente intracelular, tornando-o menos
permissivo a replicacdo de T. cruzi nas fases mais tardias da infecciao

Para confirmarmos a contribui¢do de cada parasita na coinfec¢do e distinguir a carga
especifica de 7. cruzi e L. (L.) amazonensis dentro dos macréfagos coinfectados, realizamos
ensaios de qPCR utilizando primers especificos para cada patégeno. Conforme apresentado na
figura 6, a quantificacdo da carga parasitaria por qPCR revelou padrdes distintos para cada

parasita nos diferentes tempos pos-infeccao.

Para T. cruzi (figura 6A), na infeccdo isolada, observou-se uma tendéncia de aumento
da carga parasitaria ao longo do tempo. Em 72 horas poés-infec¢ao, a carga de 7. cruzi no grupo
infectado isoladamente foi significativamente maior em comparagdo com o grupo coinfectado
(p < 0.05). Similarmente, em 96 horas pds-infec¢do, a carga de 7. cruzi no grupo infectado
isoladamente também foi significativamente maior em comparacdo com o grupo coinfectado
(p < 0.05). Nos tempos iniciais de 24 horas e 48 horas, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na carga de 7. cruzi entre os grupos infectados isoladamente e

coinfectados.

Por outro lado, a quantificagdo de L. (L.) amazonensis por qPCR (figura 6B)
demonstrou que a carga parasitdria desse protozoario se manteve em niveis baixos e estaveis
em todos os tempos avaliados (24h, 48h, 72h e 96h pds-infecg¢do), tanto nas infecgdes
individuais quanto nas coinfeccdes. Em nenhum dos pontos de tempo houve diferenca
estatisticamente significativa na carga de L. (L.) amazonensis entre os grupos infectados

1soladamente e coinfectados.

A observagdo de que a carga de T. cruzi ¢ significativamente menor nos macrofagos
coinfectados com L. (L.) amazonensis em 72h e 96h pos-infec¢do sugere uma interferéncia ou
modulacdo negativa da presenga de L. (L.) amazonensis sobre a replicagdo ou sobrevivéncia de
T. cruzi nas fases mais tardias da infeccdo in vitro. Isso pode indicar uma competi¢do por
recursos celulares, uma alteragdo no ambiente intracelular do macrofago (como mudangas em
vias metabdlicas ou de resposta imune), ou até mesmo um mecanismo de inibicdo direta ou

indireta de L. (L.) amazonensis sobre T. cruzi nessas células.
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Figura 6: Avaliacao da Carga Parasitaria de Trypanosoma cruzi e Leishmania (Leishmania) amazonensis
em Macréfagos RAW 264.7 ao Longo do Tempo. (A) Carga parasitaria de Trypanosoma cruzi em
macrofagos infectados apenas com Trypanosoma cruzi (barras pretas) ou coinfectados com Leishmania
(Leishmania) amazonensis (barras cinzas); (B) Carga parasitaria de Leishmania (Leishmania) amazonensis
em macrofagos infectados apenas com Leishmania (Leishmania) amazonensis (barras brancas) ou
coinfectados com Trypanosoma cruzi (barras cinzas). A quantificagdo da carga parasitaria por qPCR foi
realizada utilizando curvas padrio especificas para o DNA de cada parasita. As curvas padrao foram geradas
a partir de diluigdoes conhecidas de DNA purificado dos respectivos parasitas, permitindo a extrapolagio da
quantidade de DNA parasitario nas amostras infectadas os dados representam a média = o desvio padréo da
média (SD) de trés experimentos independentes, com trés réplicas técnicas por condigdo experimental. As
significancias estatisticas foram determinadas pelo teste t de Student com um nivel de significancia de p <
0,05. Os asteriscos representam a significancias estatisticas.
4.3. Coinfec¢ao promove perfil misto de ativacio M1/M2 em macrofagos
A resposta imune do hospedeiro a infec¢des parasitarias intracelulares, como aquelas
causadas por 7. cruzi e L. (L.) amazonensis, ¢ um processo complexo e dindmico que depende
fundamentalmente da polarizagdo de macréfagos. O perfil M1, que € pro-inflamatorio, ¢é
necessario para o controle da infec¢do, enquanto o perfil M2 pode, por outro lado, favorecer a

persisténcia do patdgeno.

Considerando que o perfil de ativacdo desses fagocitos pode ser explorado pelos
parasitas para garantir sua sobrevivéncia, avaliamos o perfil dominante em coinfec¢des. Para
1sso, quantificamos pelo método Delta Delta Ct a expressao génica de marcadores-chave: iNOS

para o perfil M1 e Arginase 1 (Arg-1) e Yml para o perfil M2.
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A andlise de dados (Figura 7A) demonstram que a coinfeccao estabelece um fenotipo
de macréfago misto, mas com um claro favorecimento do perfil M2, mantido de forma
prolongada (Figura 7B). Em relagdo ao marcador do perfil M1 (iNOS), foi significativamente
suprimido na coinfec¢do em comparacao com a infec¢do unica por 7. cruzi. A tendéncia de
supressao observada nas primeiras 24 horas permaneceu consistente e evidente ao longo de
todo o periodo de 96 horas, o que sugere que a coinfeccdo impede de forma sustentada a
ativagdo da via M1, necessario para a eliminagdo de parasitas intracelulares. Em contraste, os
marcadores do perfil M2, como Arginase-1 e YM 1, apresentaram uma indugdo acentuada e
sustentada na coinfecgdo. Os altos niveis de expressdo observados nas primeiras 24 horas
mantiveram-se elevados até 96 horas. Essa inducdo prolongada sugere que o ambiente
intracelular criado pela coinfecg¢ao favorece de forma persistente a diferenciagdo de macrofagos
para um estado de reparo e imunossupressao, o que pode comprometer a eficicia da resposta

imune do hospedeiro contra os parasitas.

Os dados sugerem que a coinfeccdo ndo apenas altera a resposta imune celular, mas
estabelece um novo equilibrio imunoldgico caracterizado por uma supressdo sustentada do

perfil M1 e uma inducao persistente do perfil M2 ao longo de todo o ciclo de infec¢ao.
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Figura 7: Analise da expressao génica de macrofagos infectados com Trypanosoma cruzi e/ou Leishmania (Leishmania)
amazonensis. (A) Expressao relativa dos genes Ym1, Arginase-1 e iNOS em macrofagos in vitro apos infecgdo. Os macrofagos
foram tratados com lipopolissacarideo (LPS) 100ng/ml ou infectados com Trypanosoma cruzi, Leishmania (Leishmania)
amazonensis ou coinfectados com ambos por 6, 12 ¢ 24 horas. (B) Cinética de Expressdo relativa dos genes iNOS, Arginase-1
e Yml em macréfagos in vitro infectados por 48, 72 e 96 horas. Os macrofagos foram infectados com Trypanosoma cruzi,
Leishmania (Leishmania) amazonensis ou coinfectados. Os niveis de expressdo foram determinados por RT-qPCR e
normalizados pelo gene de referéncia GAPDH (2—AACt). Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes. A significancia estatistica foi avaliada usando ANOVA de uma via (A) e duas vias (B) com o teste
de Tukey post-hoc. O asterisco (*) indica a significancia entre as condi¢des: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <
0,0001 e ns (ndo significativo). Letras diferentes acima das barras indicam diferenca estatistica entre os grupos no mesmo ponto
de tempo e letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica.
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4.4. Coinfec¢ao Modula a Expressiao de Genes Relacionados ao Inflamassoma

Os inflamassomas sdo complexos proteicos intracelulares que atuam como sentinelas
do sistema imune inato. Ao detectar sinais de perigo, como componentes de patogenos (virus,
bactérias e parasitas) ou danos celulares, eles se ativam e desencadeiam uma resposta
inflamatoria robusta, culminando na liberacdo de citocinas importantes como a IL-1beta ¢ a
IL-18. Com intuito de determinar quais inflamassomas sdo ativados e como a coinfecg¢do
modula essa resposta imunologica, avaliamos a expressao génica de NLRP1, NLRP2, NLRP3,
NLRP4, NLRP5, NLRP9, NLRP10 e a proteina adaptadora ASC. A andlise do mapa de calor
revela uma clara progressao temporal e uma modulagdo especifica da expressdo génica em
cada condicao experimental. Nos pontos de tempo iniciais de 6 ¢ 12 horas, a resposta imune ¢
incipiente, mas ja se observa uma leve inducdo da expressdo génica, aproximadamente duas
vezes maior que o controle (Figura 8A). Isso indica que, embora a resposta seja modesta, ela
ja esta em curso. O padrao de cores em tons de azul, que domina o grafico, indica que a ativagao
de genes como NLRP1, NLRP3, NLRP4, NLRP5, NLRP9 e a proteina adaptadora ASC esta
em niveis minimos. Este achado sugere que, nas fases iniciais da infeccdo, o sistema

imunolégico ainda ndo ativou de forma robusta as vias do inflamassoma.

Aos 24h, o cenario de expressdo génica se altera drasticamente e apresenta padroes
distintos entre os grupos. Na infec¢do isolada por 7. cruzi, observa-se a ativagao maxima de
ASC, NLRPI1, NLRP3 e NLRP9. A coluna de 7. cruzi em 24h ¢ dominada por cores quentes,
com o gene NLRP9 e a proteina ASC atingindo seus mais altos niveis de expressao,
representados por um tom de vermelho intenso. Esse resultado comprova que 7. cruzi é um
potente indutor do inflamassoma, e a resposta do hospedeiro a este parasita € excepcionalmente

robusta e generalizada.

Em contrapartida, a infec¢do isolada por L. (L.) amazonensis continua a mostrar uma
expressao génica muito baixa. A quase total auséncia de cores quentes na coluna referente a
esta infeccdo em 24h indica que L. (L.) amazonensis possui mecanismos de evasao imune que
evitam a ativagdo do inflamassoma. Este comportamento pode ser uma das razdes para sua

capacidade de estabelecer infec¢des cronicas.

Por fim, a coinfec¢do com T. cruzi e L. (L.) amazonensis em 24h revela um padrdo de
ativagdo distinto e modulado. A expressao de genes como NLRP1, NLRP3, NLRP9 e ASC ¢
significativamente elevada, sugerindo uma resposta robusta do inflamassoma. No entanto, uma

comparacao direta com a infec¢do isolada por 7. cruzi demonstra que, embora a coinfec¢ao
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ative os mesmos genes, a intensidade da resposta ¢ menor. A presenca de L. (L.) amazonensis
parece atenuar ligeiramente o pico de ativacdo do inflamassoma que 7. cruzi induziria
isoladamente. Este achado sugere que a coinfec¢do ndo € meramente a soma das duas infecgdes,
mas um evento que modula a resposta, possivelmente resultando em um estado de inflamagao

menos "explosivo" e mais sustentado.
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Figura 8:Analise da expressio génica de inflamassomas em macréfagos infectados com Trypanosoma cruzi
e/ou Leishmania (Leishmania) amazonensis. (A) Mapa de calor da expressdo relativa dos genes de inflamassomas
NLRPs e ASC em macrofagos in vitro. As células foram tratadas com lipopolissacarideo (LPS) ou infectadas com
Trypanosoma cruzi, Leishmania (Leishmania) amazonensis ou coinfectadas com ambos por 6, 12 e 24 horas. A
expressdo génica foi determinada por RT-qPCR e o mapa de calor foi gerado no software RStudio. A coloragio
(escala de azul a vermelho) indica a magnitude da expressdo em relagdo as células controle ndo-infectadas,
conforme a barra de cor. (B) Cinética da expressdo relativa dos genes ASC, NLRP1, NLRP3 ¢ NLRP9 em
macrofagos infectados por 48, 72 e 96 horas. As células foram infectadas com Trypanosoma cruzi, Leishmania
(Leishmania) amazonensis ou coinfectadas. A expressdo gé€nica em todos os painéis foi normalizada pelo gene de
referéncia GAPDH (2—AACt). Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrio de trés experimentos
independentes. A analise estatistica foi realizada usando ANOVA de duas vias com o teste de Tukey post-hoc.
Letras diferentes acima das barras indicam diferenca estatistica significativa entre os grupos e letras iguais indicam
auséncia de diferenca estatistica 27



4.5. Coinfeccio Modula a Resposta Imune de Forma Paradoxal, Criando Um
Perfil Misto e Desequilibrado das Citocinas Th1 e Th2

As citocinas sao mediadores cruciais da comunicagao celular no sistema imunolégico,
orquestrando a resposta do hospedeiro a infecgdes e inflamagdes. Em nosso estudo,
investigamos a expressao de citocinas-chave que refletem o balanco entre a resposta pro-
inflamatoria e a anti-inflamatoria. Analisamos a IL-12, uma citocina fundamental para a
inducdo da resposta Thl e para a ativagdo de células Natural Killer (NK) e macrofagos, que €
essencial no combate a patdégenos intracelulares. Em contrapartida, avaliamos a expressao da
IL-10, uma citocina com potente agdo anti-inflamatéria e imunossupressora, que
frequentemente limita os danos teciduais, mas pode ser explorada por parasitas para evadir a
resposta imune. Por fim, incluimos a IL-6, uma citocina multifuncional com papéis tanto pro-
inflamatérios quanto anti-inflamatérios, que atua na diferenciagdao de células T e na resposta

de fase aguda.

A anélise da produgao de citocinas em macrofagos RAW 264.7 (figura 9) revelou uma
modulagdo distinta da resposta imune em cenarios de infec¢ao tnica e coinfecgdo, fornecendo
informagdes cruciais sobre a interagdo celular entre 7. cruzi e L. (L.) amazonensis. Os dados
demonstram que a infec¢@o Unica por 7. cruzi induz uma resposta imunologica pro-inflamatoria
robusta e de fase aguda, caracterizada por um pico inicial de produgdo de IL-6 e niveis

consistentemente elevados de IL-12 ao longo do tempo

Em contraste, o perfil de citocinas no grupo coinfectado apresenta uma dinamica
significativamente alterada. A coinfeccdo resultou em uma producdo de IL-12
substancialmente mais baixa em comparagdo com a infecgao tnica por 7. cruzi. Dado o papel
central de IL-12 na indugdo da resposta Thl, a sua atenuagdo sugere que L. (L.) amazonensis
estd ativamente manipulando o ambiente do macrdéfago para suprimir um dos mecanismos-
chave de controle de 7. cruzi. Essa modulacdo pode ser atribuida a capacidade de L. (L.)
amazonensis de subverter vias de sinalizagdo, criando um microambiente intracelular menos

hostil para a replicagdo parasitaria.

Simultaneamente a supressao de IL-12, a coinfec¢do induziu uma produgdo de IL-10
notavelmente maior, especialmente nos estagios finais da infec¢gdo. Como principal citocina
anti-inflamatoria, o aumento de IL-10 ¢ uma forte indicagdo de que a coinfecgdo estabelece um
ambiente imunossupressor. Essa resposta pode ser vista como uma estratégia de sobrevivéncia
de L. (L.) amazonensis, que se beneficia de uma resposta imune atenuada, mas também pode

beneficiar 7. cruzi ao comprometer o controle da replicacdo.
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Por fim, a dindmica da IL-6 no grupo coinfectado ¢ particularmente intrigante. Enquanto a
infecgao por 7. cruzi sozinha induziu um pico de produgao de IL-6 em 24h, a coinfec¢ao levou
a um pico mais tardio e significativamente mais elevado (96h). Isso sugere que a coinfec¢ao

ndo apenas suprime certas vias, mas também desregula o cronograma da resposta inflamatoria,

prolongando a producao de mediadores inflamatorios.
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Figura 9 Anadlise da producio de citocinas em macréfagos infectados com 7Trypanosoma cruzi e/ou
Leishmania (Leishmania) amazonensis. Niveis de citocinas IL-10, IL-6 e IL-12 (em pg/mL) em sobrenadantes
de cultura de macrofagos. As células foram infectadas in vitro com Trypanosoma cruzi, Leishmania (Leishmania)
amazonensis ou coinfectadas com ambos por periodos de 4, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 horas. O grupo Controle
corresponde a macréfagos nao infectados. Os niveis de citocinas foram quantificados por ELISA. Os resultados
sdo apresentados como média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. A andlise estatistica foi
realizada usando ANOVA de duas vias com o teste de Tukey post-hoc. Letras diferentes acima das barras indicam
diferenca estatistica significativa (p < 0,05).
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4.6. Coinfeccao por L. (L.) amazonensis exacerba a miocardite induzida por 7.
cruzi

A doencga de Chagas, causada pelo protozoario 7. cruzi, ¢ caracterizada por seu notavel
tropismo pelo tecido cardiaco, resultando em miocardite inflamatéria cronica, fibrose
progressiva e disfun¢do cardiaca. O papel da coinfec¢do por outros parasitas, como L. (L.)
amazonensis, na modulacdo dessa resposta inflamatéria ainda é pouco compreendido. Neste
estudo, avaliamos o impacto da coinfec¢do por L. (L.) amazonensis na inflamacao cardiaca em

camundongos experimentalmente infectados por 7. cruzi.

A avaliacao do infiltrado inflamatorio cardiaco revelou diferengas marcantes entre os
grupos experimentais ao longo do tempo. Nos grupos controle e infectado apenas por L. (L.)
amazonensis, o numero de infiltrados inflamatorios permaneceu baixo e constante em todos os

tempos avaliados, sem alteracdes significativas (Figura 10B).

Nos animais infectados por 7. cruzi, observou-se um aumento progressivo do infiltrado
inflamatorio no miocérdio, com pico aos 30 dias pds-infecgdo. No entanto, a coinfec¢ao por 7.
cruzie L. (L.) amazonensis resultou em um infiltrado significativamente mais intenso em todos
os tempos avaliados, com aumento acentuado aos 30 dias (p < 0,0001), atingindo uma média
de aproximadamente 19 infiltrados por campo, em comparacdo aos cerca de 9 infiltrados

observados no grupo infectado apenas por 7. cruzi.

A andlise morfologica confirmou esses achados, evidenciando areas extensas de
infiltracdo leucocitaria nos tecidos cardiacos dos animais coinfectados, particularmente no
tempo tardio. Esses focos inflamatorios apresentaram maior densidade celular e distribuigao

mais difusa em comparagdo aos grupos com infec¢ao Unica.

Esses dados indicam que a presenca de L. (L.) amazonensis, embora isoladamente nao
induza inflamagao cardiaca significativa, contribui para amplificar a resposta inflamatoria
induzida por 7. cruzi durante a coinfec¢do. A intensificagdo da miocardite nesses animais
sugere um possivel sinergismo patoldgico entre os parasitas, com implicagdes diretas para a

gravidade da cardiopatia chagésica em cendrios de coinfeccao.
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Figura 10. Anadlise Histopatologica da Inflamacido Cardiaca em Camundongos. (A) Mostra cortes
histologicos de tecido cardiaco (5 pm) corados com Hematoxilina e Eosina (HE). A colora¢do com HE permite
a visualizagdo de nucleos celulares (em azul-arroxeado) e do citoplasma e matriz extracelular (em tons de
rosa). Foram analisados quatro grupos: Controle (sadio), infectado com Leishmania (Leishmania)
amazonensis, infectado com Trypanosoma cruzi e Coinfectado. As setas laranjas indicam os focos de
infiltrado inflamatdrio (agregados de leucocitos). A barra de escala em cada imagem representa 10um.
Apresenta a quantificacdo da inflamagdo cardiaca. (B) A intensidade da inflamacao foi avaliada pelo escore
inflamatorio, determinado pela média do numero de agregados de leucocitos em 20 campos microscopicos
aleatorios de cada lamina. Um agregado foi considerado como a presenga de mais de 20 leucocitos juntos. Os
asteriscos indicam diferenca estatistica significativa (*** para p < 0,001 e **** para p <0,0001) e ns para ndo
significativo, conforme o teste de comparagao multipla de Tukey
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4.7. Coinfeccao por L. (L.) amazonensis sugere tropismo exacerbado de 7. cruzi
para coracao e bago

Com o objetivo de investigar possiveis fatores associados ao agravamento da
miocardite observada nos animais coinfectados, foi realizada a quantificacdo da carga
parasitaria de 7. cruzi e L. (L.) amazonensis em diferentes 6rgaos de camundongos BALB/c
infectados isoladamente ou em coinfec¢do. As analises foram conduzidas nos dias 7, 15 e 30
pos-infecgao por meio de PCR quantitativo (QPCR), utilizando DNA extraido de amostras de

coragao, pata, sangue, bago e figado. Os resultados estdo apresentados nas Figuras 11A e 11B.

Para T. cruzi, a carga parasitaria foi detectada em todos os 6rgaos analisados. No grupo
infectado exclusivamente por 7. cruzi, observou-se acimulo progressivo do parasita, com
maior carga no coragdo aos 30 dias pds-infec¢do (média =~ 500 pg/200 ng de DNA total),
seguida pelo bago (= 100 pg/200 ng), figado (= 50 pg/200 ng), e niveis mais baixos na pata e
sangue. Nos animais coinfectados, houve aumento significativo da carga de 7. cruzi no coragao
aos 30 dias (p < 0,05), atingindo valores médios proximos a 1000 pg/200 ng. Também foi
observada tendéncia de aumento no bago, enquanto os niveis no figado, pata e sangue foram

similares entre os grupos

Para L. (L.) amazonensis (Figura 11), nos animais infectados exclusivamente com L.
(L.) amazonensis, a maior carga parasitaria foi detectada na pata aos 15 dias (p < 0,05), com
valores médios acima de 100 pg/200 ng e manutencdo relativamente alta aos 30 dias (= 80
pg/200 ng). Nos demais 6rgaos (bago, figado, coracdo e sangue), a carga parasitaria foi baixa
ou nao detectavel (valores abaixo de 15 pg/200 ng), destacando-se que niveis inferiores a 15

pg foram considerados como nao detectaveis.

Na coinfeccao, houve redugao significativa da carga de L. (L.) amazonensis no bago (p
<0,05) e figado aos 30 dias (ambos com médias inferiores a 5 pg/200 ng). Na pata, observou-
se uma tendéncia de redu¢@o na carga parasitaria, porém sem diferenga estatistica significativa.
No coragdo e sangue, os niveis de L. (L.) amazonensis permaneceram baixos e semelhantes

entre os grupos ao longo de toda a infecgao.

Esses resultados indicam que, enquanto L. (L.) amazonensis se concentra
predominantemente na pata, com carga parasitaria detectavel principalmente no grupo

infectado isoladamente, a coinfec¢do com 7. cruzi reduz a disseminacdo sistémica de L. (L.)
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amazonensis. Por outro lado, a presenga de L. (L.) amazonensis parece favorecer o aumento da
carga de T. cruzi em 6rgaos-alvo como coragdo e bago, contribuindo possivelmente para o

agravamento da inflamacao e fibrose cardiaca observados no modelo de coinfecgdo.
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Figura 11. Carga Parasitaria de Trypanosoma cruzi e Leishmania (Leishmania) amazonensis em Tecidos
de Camundongos Balb/c Infectados e Coinfectados. (A) Carga parasitaria de Trypanosoma cruzi e
Leishmania (Leishmania) amazonensis na pata, (B) Carga parasitaria de Trypanosoma cruzi no coragao ¢
bago. A quantificagdo foi realizada nos dias 7, 15 e 30 apds a infec¢do para os grupos de animais infectados
apenas com T. cruz, infectado por Leishmania (Leishmania) amazonensis e para os coinfectados. A carga
parasitaria foi determinada utilizando uma curva padrao para calcular o nimero de equivalentes de parasitas
por grama de tecido, expressos em pg de DNA de parasita por 200 ng de DNA total do tecido. Os dados foram
submetidos a analise estatistica utilizando ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post-hoc de Tukey para
comparagdes multiplas.
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4.8. A inflamacao no coracao dos coinfectados ¢é ativada de forma excessiva, mas a
resposta que seria necessaria para controlar a replicaciao do parasita esta inibida

Considerando a observagao prévia de exacerbagdo da infiltracdo leucocitaria e maior
parasitemia de 7. cruzi no coracdo e baco, focamos posteriormente na elucidacdo dos
mecanismos inflamatoérios subjacentes, direcionando-se para a avaliagdo da ativacdo do

inflamasoma, citocinas e o perfil de macrofagos, no coragdo, baco e pata.

O coragdo, apresentou uma resposta imunologica particularmente desregulada na
coinfecgdo por 7. cruzi e L. (L.) amazonensis. Os dados indicam que a presenca de ambos os
parasitas leva a um cendrio de inflamagao amplificada e resposta imune efetora comprometida,
que se correlaciona com uma carga parasitaria significativamente maior de 7. cruzi neste

tecido.

A coinfec¢do desencadeou uma ativacdo massiva de genes do inflamasoma (Figura
12A), essenciais para a resposta imune inata. Observamos uma hiper-regulacdo dramatica de
ASC, NLRP-1 e NLRP-9, que atingiram niveis muito superiores aos encontrados nas infec¢des
isoladas. Essa intensa ativacdo da via inflamatoria foi confirmada pelo aumento significativo

na expressao de IL-6, uma citocina central na resposta inflamatoria.

Apesar dessa inflamagdo generalizada, a capacidade do hospedeiro de combater o
parasita de forma eficaz pareceu estar comprometida. Notavelmente, a expressao de iNOS, um
marcador necessario para a polariza¢do de macrofagos M1 e para a eliminacdo de 7. cruzi, foi
suprimida no grupo coinfectado (Figura 12C). Esses dados sugerem que a coinfec¢do no
coragdo cria um ambiente patoldgico no qual o hospedeiro ¢ confrontado com uma inflamagao
intensa e ineficaz, que ndo é capaz de controlar a proliferacdo parasitaria. Este cenario pode
explicar a maior gravidade da doenca observada em modelos de coinfec¢do, destacando o papel

critico das interagdes entre parasitas na modulacdo da resposta imune em o6rgaos vitais.
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Figura 12 Expressao relativa de genes no cora¢do de camundongos BALB/c infectados com Trypanosoma
cruzi, Leishmania (L.) amazonensis ou coinfectados. Os graficos mostram o fold change (2*—AACt) de ASC,
NLRP1, NLRP3, NLRP9 (inflamassomas), IFN-y, IL-6, IL-4, IL-10 (citocinas) e iNOS, Arginase-1, Yml
(marcadores M1/M2). O RNA cardiaco foi extraido, convertido em cDNA e analisado por RT-qPCR com
SYBR Green, usando GAPDH como gene de referéncia. A linha pontilhada indica a expressdo basal do
controle ndo infectado. Dados apresentados como média = DP (n = 5 animais/grupo, 7 dias pds-infecgdo).
Analise estatistica por ANOVA de duas vias seguida de teste de Tukey (*p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001;
*E**p < 0,0001; ns = ndo significativo).

4.9. A coinfeccio estabelece um cenario imunologico atenuado e desequilibrado no
local da infeccao

A analise da pata, como sitio inicial da infec¢do, revela que a coinfec¢do por 7. cruzi e
L. (L.) amazonensis ndo resulta em uma resposta imune intensa e eficaz, mas sim em uma
supressdao de importantes vias de defesa. Os dados demonstram que, nesse local, os parasitas
interagem de forma a prejudicar a capacidade do hospedeiro de montar uma resposta imune

clara e coordenada.
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Um dos achados mais notaveis ¢ que a coinfeccao impede que os macrofagos, células
cruciais para o controle da infec¢do, se polarizem eficientemente (Figura 13C). A expressao de
iNOS, um marcador do perfil M1 (pré-inflamatério), e de Arginase-1, um marcador do perfil
M2 (anti-inflamatorio), foi significativamente menor nos camundongos coinfectados em
comparacao com as infec¢des isoladas. Isso indica que, ao invés de uma resposta M1 para
combater 7. cruzi ou uma resposta M2 para controlar L. (L.) amazonensis, a coinfecc¢ao leva a

uma espécie de "anulacio" das vias de defesa, deixando a resposta imune local desorganizada.

A supressao imunologica na pata também se reflete no perfil de citocinas (Figura 13B).
A expressdo de IL-4, uma citocina central para a resposta Th2 e para o controle da
leishmaniose, foi significativamente reduzida. Embora ndo tenha havido uma ativacdo de
citocinas pro-inflamatdrias como IFN-y ou IL-6, essa supressdo da IL-4 reforca a ideia de que
a resposta imune modulada pela L (L.) amazonensis esta sendo atenuada pela presenga de 7.

Ccruzi.

A analise dos genes do inflamasoma confirma a natureza desequilibrada da resposta na
pata (Figura 13A). A coinfec¢do suprimiu a expressdo de NLRP-3, que é um componente
importante na resposta contra 7. cruzi. No entanto, a expressao de NLRP-9 foi aumentada. Essa
modulagdo seletiva e, em certa medida, contraditoria, das vias de inflamagdo sugere que a
coinfec¢do ativa e inibe diferentes caminhos, resultando em uma resposta que nao ¢ capaz de
controlar efetivamente nenhum dos parasitas. Isso sugere que na pata, que € o primeiro palco
de uma interacdo parasitaria que leva a uma resposta imune inicial atenuada e desequilibrada.
A incapacidade de polarizar macréfagos e a supressdo de citocinas-chave pode ser o fator
necessario que permite a disseminagdo dos parasitas e contribui para a patologia mais grave

observada em 6rgdos vitais como o coragao.
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Figura 13 Expressao relativa de genes na pata de camundongos BALB/c infectados com Trypanosoma cruzi,
Leishmania (L.) amazonensis ou coinfectados. Os graficos mostram o fold change (2"—AACt) da expressdo de ASC,
NLRPI1, NLRP3, NLRP9 (inflamassomas), IFN-y, IL-6, IL-4, IL-10 (citocinas) ¢ iNOS, Arginase-1, Ym1 (marcadores
M1/M2). O RNA foi extraido do tecido da pata, convertido em ¢cDNA e analisado por RT-qPCR com SYBR Green,
utilizando GAPDH como gene de referéncia. A linha pontilhada indica a expressdo basal do grupo controle ndo
infectado. Dados apresentados como média £ DP (n = 5 animais/grupo, 7 dias pos-infec¢do). Analise estatistica
realizada por ANOVA de duas vias seguida de teste de Tukey (*p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p < 0,0001;

ns = ndo significativo)

4.10. A coinfeccao por 7. cruzi e L. (L.) amazonensis inibe certas vias de resposta
imunolégica no baco

A analise da resposta imune no baco, um 6rgao linfoide secundério necessario, revela
um padrao de modulagdo e atenuacao distinto daquele observado no coragdo. A coinfecgdo por
T. cruzi e L. (L.) amazonensis parece inibir certas vias de resposta imunolédgica, em vez de

amplifica-las.

A expressao de citocinas no baco (Figura 14B) demonstra uma supressao da resposta

Th2. A infecgdo isolada por L. (L.) amazonensis induziu niveis significativamente mais altos

37



de IL-4 e IL-10, citocinas associadas a resposta Th2 e anti-inflamatoria, respectivamente. No
entanto, a presenga de 7. cruzi na coinfecgdo pareceu anular essa resposta, com a expressao

de IL-4 e IL-10 sendo reduzida para niveis similares aos da infec¢do por 7. cruzi isolada.

Em contraste com a dramatica ativacao de inflamasomas no coragdo, a resposta no baco
foi mais contida (Figura 14B). Embora a coinfeccao tenha induzido um aumento significativo
na expressdo de ASC, a expressdo dos genes NLRP-1, NLRP-3 ¢ NLRP-9 ndo foi
significativamente alterada. Isso sugere uma ativagao parcial ¢ ndo coordenada da via do

inflamasoma no baco.

No que se refere a polariza¢do de macréfagos (14C), a coinfecg@o ndo teve um impacto
notavel na expressdo de iNOS e Arginase-1. Diferentemente da pata e do coragdo, onde a
polarizacao foi alterada, o baco manteve um perfil de expressdao estavel, indicando uma

resposta de macréfagos menos reativa.

o baco apresenta um perfil imunologico de modulagdo e atenuacdo, com a coinfec¢ao
suprimindo a resposta de citocinas-chave que seriam importantes para o controle de L. (L.)
amazonensis, mas sem a ativacdo macica de inflamasomas e a alteragdo da polarizagdo de

macrofagos observada em outros 0rgaos.
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Figura 14 Expressao relativa de genes no baco de camundongos BALB/c infectados com Trypanosoma cruzi,
Leishmania (L.) amazonensis ou coinfectados. Os graficos mostram o fold change (2"—AACt) da expressdo de
ASC, NLRP1, NLRP3, NLRP9 (inflamassomas), IFN-y, IL-6, IL-4, IL-10 (citocinas) e iNOS, Arginase-1, Yml
(marcadores M1/M2). O RNA esplénico foi extraido, convertido em cDNA e analisado por RT-qPCR com SYBR
Green, tendo GAPDH como gene de referéncia. A linha pontilhada indica a expressdo basal do grupo controle nio
infectado. Dados apresentados como média = DP (n = 5 animais/grupo, 7 dias pds-infec¢do). Analise estatistica
realizada por ANOVA de duas vias seguida de teste de Tukey (*p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001;

ns = ndo significativo).
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4.11. A Coinfeccdo induz uma resposta inflamatéria sistémica prolongada e

desregulada

A analisamos o perfil de citocinas séricas para avaliar a resposta inflamatoria sistémica

em camundongos coinfectados por 7. cruzi e L. (L.) amazonensis, comparando-a com as

infec¢des isoladas ao longo de 30 dias. A dosagem dessas citocinas na circulagdo sanguinea

permite uma visdo abrangente de como a resposta imune do hospedeiro se manifesta em todo

o0 organismo, para além dos tecidos especificos.

O perfil de citocinas séricas demonstrou uma clara exacerbagdo da inflamacao em fases

tardias da coinfec¢ao. Embora os niveis de IL-1beta e IL-18 fossem inicialmente mais elevados

39



na infeccao isolada por 7. cruzi aos 7 dias, o grupo coinfectado apresentou uma tendéncia de
aumento continuo dessas citocinas (Figura 15). Aos 30 dias, os niveis de IL-18 no grupo
coinfectado foram significativamente maiores do que nas infecg¢des isoladas, indicando uma
ativagdo sistémica prolongada e amplificada da via do inflamasoma. De forma similar, a
coinfeccao induziu uma elevacao acentuada de IL-6. Aos 30 dias, os niveis séricos de IL-6 no
grupo coinfectado foram os mais altos entre todos os grupos, sugerindo uma inflamagao

sistémica mais acentuada e duradoura.

Em um aparente esfor¢o para controlar essa inflamacdo, os niveis de IL-10 foram
consistentemente elevados em todos os grupos de infeccdo em comparagdo com o grupo
controle. O grupo coinfectado, em particular, manteve niveis de IL-10 significativamente altos
aos 30 dias, comparaveis aos da infec¢ao por L. (L.) amazonensis isoladamente. A persisténcia
de altos niveis de IL-10 em um contexto de inflamagao sistémica crescente, evidenciada pela
elevagcdo de IL-18 e IL-6, sugere que a resposta regulatoria ¢ insuficiente para controlar a

resposta inflamatoria exacerbada.

Os resultados séricos corroboram as analises teciduais, sugerindo que a coinfec¢do por
T. cruzie L. (L.) amazonensis leva a uma resposta imunologica inata desregulada e prolongada.
A ativagdo sustentada de citocinas pro-inflamatérias na circulagdo, em conjunto com uma
resposta regulatoria que ndo consegue controlar efetivamente a inflamagao, pode ser um fator-

chave na patogénese mais grave observada em modelos de coinfec¢do.
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Figura 15 Niveis séricos de citocinas em camundongos BALB/c infectados com Trypanosoma cruzi, Leishmania (L.)
amazonensis ou coinfectados. As concentragdes de IL-1f, IL-18, IL-6 e IL-10 foram determinadas por ELISA nos tempos
de 7, 15 e 30 dias pos-infeccdo em animais controles, infectados individualmente ou coinfectados. Os resultados so
expressos em pg/mL (média £ DP; n = 5 animais/grupo). A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias seguida
de teste de Tukey, e letras distintas sobre as barras indicam diferengas significativas entre os grupos (p < 0,05).
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5. Discussio

A coinfec¢ao por multiplos patogenos ¢ um cendrio clinicamente relevante em regides
endémicas, e o estudo de suas interacdes ¢ fundamental para a compreensdao da modulagdo da
resposta imune e da patobiologia das doencas. Nesse contexto, a alta prevaléncia da co-endemia
por T. cruzi € Leishmania spp., documentada em estudos recentes como o de FERRER et al.
(2024), justifica a necessidade de aprofundar a investigacdo sobre a sua interagdo no
hospedeiro. Reconhecendo essa realidade epidemioldgica, investigamos a modulagdo da
resposta imune in vivo € in vitro na coinfec¢ao por 7. cruzi e L. (L.) amazonensis, buscando

desvendar os mecanismos imunopatologicos subjacentes a essa condicao.

A andlise da capacidade de invasdo e multiplicagdo em macrofagos revelou que 7. cruzi
possui uma vantagem marcante sobre L. (L.) amazonensis em ambiente monocelular, isso
poque 7. cruzi é um parasita altamente eficiente em invadir, escapar de fagolisossomos ¢
replicar-se em diferentes tipos celulares, especialmente macréfagos (ANDRADE e
ANDREWS, 2010). Essa competéncia estd associada a expressdo de proteinas de superficie,
como transialidases ¢ mucinas, que favorecem tanto o reconhecimento celular quanto a
manipulagdo da maquinaria do hospedeiro (BURLEIGH ¢ WOOLSEY, 2002). Enquanto L.
(L.) amazonensis utiliza lipofosfoglicanos (LPGs) para se ligar a receptores na célula
hospedeira (KAUSHAL et al., 2023 e MAZUMDER et al., 2023), 7. cruzi emprega uma
estratégia distinta, ele utiliza a trans-sialidase, uma enzima que modifica a superficie celular
tanto do parasita quanto da célula hospedeira, facilitando a adesdo e a invasao (FREIRE-DE-

LIMA etal., 2016 e CAMPO et al., 2016).

A capacidade de multiplicagdo de 7. cruzi foi significativamente maior em comparagao
a L. (L.) amazonensis. Essa disparidade pode ser necessariamente influenciada pela localizagao
intracelular de cada parasita. Ao escapar para o citoplasma (CARADONNA e BURLEIGH,
2011), T. cruzi acessa um ambiente rico em nutrientes e fatores de crescimento, o que favorece
sua proliferacdo exponencial. Em contraste, L. (L.) amazonensis, confinada ao vactolo
parasitoforo (YOUNG e KIMA, 2019), enfrenta um ambiente mais restrito € com recursos
limitados, o que restringe sua multiplicagdo. Essa diferenga nas condigdes ambientais
intracelulares, combinada com a agdo da trans-sialidase e a capacidade de induzir um rearranjo
mais drastico do citoesqueleto, contribui para a maior eficiéncia de invasdo e multiplicagdo de
T. cruzi, conferindo-lhe uma vantagem adaptativa na infeccdo. Embora 7. cruzi prefira o

ambiente citoplasmatico, foi demonstrado que ele pode se diferenciar em formas amastigotas
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dentro de vactiolos quiméricos, estruturas formadas pela coinfec¢do com L. (L.) amazonensis
(PESSOA et al., 2016). Esse achado pode justificar a diferenca na multiplicagdo observada

entre a coinfec¢do e a infeccdo exclusiva por 7. cruzi neste estudo.

Durante a coinfec¢@o, observamos uma reducao significativa da carga de 7. cruzi em
tempos tardios (72-96h), sugerindo que a presengca de L. (L.) amazonensis suprime a
proliferacdo de 7. cruzi nas fases tardias. Essa interferéncia pode ocorrer por competicao por
nutrientes, consumo de arginina ou modulacdo de vias sinalizadoras pro-inflamatorias

(GIRAUD et al., 2018).

A coinfec¢do por 7. cruzi e L. (L.) amazonensis estabelece um cenario imunoldgico
complexo e paradoxal no hospedeiro. Este achado se alinha com as observacdes de PITA
(2023), que investigou a coinfeccdo por 7. cruzi em pacientes com Leishmaniose Cutanea, e
corrobora estudos anteriores, como o de RODRIGUES et al. (2010), que ja evidenciavam que
a presenca de mais de um parasita pode desregular a resposta imune. Em nosso estudo,
demonstramos que, em vez de uma resposta imune aditiva, a interacao entre os parasitas resulta
em um desequilibrio que compromete a defesa do hospedeiro nos sitios de infecgdo inicial.
Esse desajuste imunoldgico levou a uma patologia exacerbada em orgaos-alvo, como o
coragdo. A integracao dos achados in vitro e in vivo foi fundamental para a compreensdo dessa

dindmica, revelando um efeito imunomodulador que vai além da simples soma das patologias.

Analisamos a polarizagdo de macrofagos que ¢ um processo dindmico e crucial na
resposta imune do hospedeiro, permitindo que essas células se adaptem a diferentes
microambientes para desempenhar fungdes variadas, desde a eliminacdo de patdgenos até a
reparagdo tecidual (SILVA et al.,, 2013 ¢ HUANG et al., 2018). Demonstramos que a
coinfeccdo por 7. cruzi e L. (L.) amazonensis induz um perfil de resposta imune em que 0s
macrofagos exibem uma polarizagdo mista, caracterizada pela expressdo de marcadores pro-
inflamatérios (M1) e anti-inflamatérios (M2). Essa coexisténcia pode ser explicada pela
capacidade intrinseca dos parasitas de modular a resposta do hospedeiro. Por exemplo, a
Leishmania possui mecanismos para evadir a resposta oxidativa da polarizagdo M1 (NUNES
et al., 2025), enquanto a infeccdo por 7. cruzi parece "preparar" os macrofagos para uma
resposta mais intensa a estimulos subsequentes (TY et al., 2019). Essa polarizacdo mista pode
ser um fator central na patogénese observada. A ativagao M1 busca controlar a infeccao através
da produgao de citocinas inflamatdrias, mas a presenca simultanea de uma resposta M2 pode

estar atenuando essa a¢do, comprometendo a eliminacgdo efetiva dos parasitas. Essa dualidade
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na resposta dos macréfagos contribui para um cenario de inflamagao excessiva e, a0 mesmo
tempo, ineficaz, que leva ao agravamento do dano tecidual, como a miocardite exacerbada
observada nos dados. Esse desequilibrio imunoldgico mediado pelos macrofagos ¢ um ponto
chave para entender como a coinfeccao altera o desfecho da doenca de Chagas, levando a uma
desregulagdo que se estende para a resposta imune adaptativa. Este cenario esta alinhado com
o que foi observado por PARODI et al. (2016), que demonstrou que a coinfecgao altera o perfil
de diferenciacdo de linfocitos T CD4+ e T CD8+, com um aumento no perfil de células T de

memoria e exaustao.

Essa modulagdo também se manifestou na produgdo de citocinas e na ativacdo do
inflamassoma. A infec¢do por 7. cruzi isoladamente induziu a producao robusta de citocinas
pro-inflamatorias como a IL-12 e ativou de forma potente o inflamassoma (NLRP1, NLRP3,
ASC, NLRP9). Em contraste, como observado em Lich e seus colaboradores (2007) a infecgado
por L. (L.) amazonensis atenuou essa resposta, suprimindo a IL-12 e ativando inflamassomas
com fungdes reguladoras, como NLRP2 ¢ NLRPS5. A coinfecgdo resultou em uma modulagao
combinada: a producdo de IL-12 foi substancialmente mais baixa, sugerindo que L. (L.)
amazonensis manipulou o ambiente intracelular para atenuar a resposta Th1. Simultaneamente,
a producao de IL-10, uma citocina anti-inflamatdria, aumentou de forma notéavel, criando um

ambiente imunossupressor que pode beneficiar a sobrevivéncia de ambos os parasitas.

L. (L.) amazonensis ¢ conhecida por modular epigeneticamente as respostas dos
macréfagos, levando a uma supressao de sinais pro-inflamatorios como NF-kB e a uma reducao
na ativacdo do inflamassoma (KAMHAWI e SERAFIM, 2020) e ao atenuar as respostas
iniciais M1 e do inflamassoma, L. (L.) amazonensis pode prejudicar o desenvolvimento de uma
resposta Thl sistémica robusta e eficaz, que € necessaria para controlar a disseminagdo de 7.
cruzi (PAROLI et al., 2018), o que sustenta ainda sugerindo que L. (L.) amazonensis
manipulou o ambiente intracelular para atenuar a resposta Thl em coinfeccdo e resultados

semelhantes, onde um patdégeno secundario exacerba uma infec¢do primdaria ao desviar a
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resposta imune, foram observados em outros modelos de coinfec¢do, como coinfecgdes com

helmintos e 7. cruzi (RODRIGUES et al., 2017)
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Figura 16: Impacto na Resposta Imune e Progressio da Doenca de Chagas na Coinfeccao por Trypanosoma
cruzi e Leishmania (Leishmania) amazonensis. A coinfec¢do por Leishmania (Leishmania) amazonensis €
Trypanosoma cruzi leva a um desequilibrio (pré e anti) inflamatorio no sitio de infec¢do, com uma polarizagao
mista de macréfagos M1/M2 e uma reducdo da expressdo de vias inflamatorias essenciais. Essa modulagdo
compromete a resposta imune do hospedeiro, levando a uma piora no controle parasitario local, a maior
disseminacdo de Trypanosoma cruzi e ao agravamento da miocardite chagasica. Esse processo ¢ possivelmente
mediado pelo aumento de IL-6 e pela inibi¢do da expressdo de iNOS, que resultam em uma inflamagdo que ¢é
intensa, mas ineficaz para eliminar o parasita

45



As interacdes observadas in vitro se refletiram e foram amplificadas nos tecidos in vivo.
No sitio de infecgao inicial (pata), a coinfec¢ao resultou em uma "anulagao" das vias de defesa,
onde a expressdo de iNOS e Arginase-1 foi significativamente menor, deixando a resposta
imune local desorganizada. A supressdo de citocinas cruciais, como a IL-4, e a modulacao
seletiva do inflamassoma (supressao de NLRP3 vs. aumento de NLRP9) reforcam a ideia de

um balango imunolégico comprometido que permite a disseminagdo dos parasitas.

As consequéncias dessa falha local se manifestaram dramaticamente no coragdo. Em
contraste com a resposta atenuada na pata, o miocardio dos animais coinfectados apresentou
uma inflamagdo excessiva e ineficaz. Houve uma hiper-regulagdo dramatica de genes do
inflamassoma (ASC, NLRP-1, NLRP-9) e de citocinas como a IL-6, que contribuem para o
dano tecidual. No entanto, a capacidade do hospedeiro de eliminar o parasita foi comprometida
pela supressao da expressao de iNOS nesse tecido. Essa inflamagao paradoxal — intensa, mas
inutil para o controle parasitario — se correlaciona diretamente com o aumento significativo
da carga de T. cruzi no coragdo e com a exacerbacdo da miocardite, um achado central da

patogénese da doenca de Chagas (LIBIN et al., 2023).

Adicionalmente, os resultados no bago indicam que a coinfecg@o inibe a resposta de
citocinas-chave, como IL-4 e IL-10, que seriam importantes para o controle da leishmaniose,
sem a ativagdo macica do inflamassoma. O perfil sistémico corrobora essa desregulagdao, com
niveis persistentemente altos de IL-18 e IL-6 no soro, evidenciando uma inflamacao
prolongada e desregulada que a resposta regulatoria mediada por IL-10, que também se

manteve alta, ndo foi capaz de controlar.
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6. Conclusao

Em infeccdes isoladas, 7. cruzi demonstra uma superioridade replicativa sobre L. (L.)
amazonensis em macrofagos, destacando sua intrinseca capacidade de proliferagdo. No
entanto, o cenario da coinfec¢do ¢ paradoxal: a presenca de L. (L.) amazonensis suprime a
replicacdo de 7. cruzi em ambiente isolado, mas, em ultima andlise, facilita sua patogénese

sistémica in vivo, resultando em um desfecho de doenca mais grave.

A coinfec¢@o ndo se manifesta como um processo aditivo, mas sim como uma interacao
complexa na qual os parasitas modulam a resposta do hospedeiro em diferentes niveis. A
supressao das vias de defesa nos sitios de infecgao inicial, como a pata, permite a disseminagao
dos parasitas. Isso leva a uma inflamagao excessiva e ineficaz no coragao, resultando em uma
cardiopatia mais severa. Essa ¢ uma explicagdo aprofundada de como a coinfec¢do pode alterar

o equilibrio imunolégico e culminar em um desfecho de doenga mais grave.

Esses achados sublinham a importincia de considerar as coinfec¢des para o

diagnostico, prognostico e tratamento da doenga de Chagas em regides endémicas.
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Tabela 1: Tabela de Primers Utilizados para Analise de Expressao Génica

Primer Forward

Primer Reverso Reverse

Citocinas e Moléculas de Res

posta Imune

Mouse TNF-0 | CAGCCTCTCTCATTCCCTGCTTG | CTGGAAGACTCTCCCAGGTATA

Mouse IL-6 GGCCTTCCCTACTTCACAAG ATTTCCACGATTTCCCAGAG

Mouse IL-4 GGCATTTTGAACGAGGTCA AAATATGCGAACCACTTG

Mouse IL- | TCAAACCAGACCCACCGAA GCTGACCTCCACCTGCTGA

12p70

Mouse IL-10 | ATTTGAATTCCTGGGTGAGAA CACAGGGGAGAAATCGATGACA

Mouse IFN-y | CACGCCCGTCTTGG TCTAGGCTTCAATGAGTGTGCC

Mouse TGF-p | AGAGCCCTGGATACCACTATGC | CACTTCCAACCCAGGTCTTCC

Genes do Inflamassoma

Mouse TTACATGAGCATGCCATTGC ACTCCTGAAGACACAAGTGG

NLRP1a

Mouse AAGGAGGCTAAAAGCCAGAGG TCTTTGGGTTACACAATGCCAG

NLRP2

Mouse TGTGAGAAGCAGGTTCTACTCT GGATCCTCCTTGACCAGTTGG

NLRP3

Mouse ATATCCAAGTAGAAAAAGCC GAGAGCCTCCTCAGCAAACAC

NLRP4 e

Mouse GAAAGCACAAATGGCTCCTCCA | CTGACGCCTGTTCCACTTCT

NLRPS

Mouse CGAAAATCGAGAATTCTTCC ACCTGTAGAAACAGGCTTAAC

NLRP9b

Mouse TCAAGACGCTGAAGTTCCACT TGCTCCGTACATTGAATCAGTT

NLRP10

Mouse ASC GTGAGGGCAGAGGCCATT CTGAAAGTGTTCCGAACCCG
Marcadores de Ativacao Macrofago

Mouse TCACCTCGAGCTTTGATGTG CTGAAAGGAGCCCTGTCTTG

Arginase-1

(Arg-1)

Mouse Yml GTACCCTGGGTCTCGAGGAA GCCTTGGAATGTCTTCTTCAC

Mouse INOS | CTTTGCCACGAGGAGAC TCATGTTACTGAGGCTGAC
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Gene de Referéncia

GAPDH GGTTGTCATGGGTGTGAACC AAGAATGGGAGTTGCTGTTC
Parasitas

Leishimania GGGGTGGAGTCTGGGCGT ATTTTACACCAACCCCCAGTT

amazonensis

T. cruzi CGCAAACAGATATTGACAGAG TGTTCACACACTGGACACCAA
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