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RESUMO

Nas infec¢Bes parasitarias alguns fatores estdo associados com a susceptibilidade
do hospedeiro, dentre eles o sexo, a idade, condicdo genética, fatores ambientais e
o estado imunoldgico. Diferencas entre 0s sexos sdo observadas em diversas
infeccdes. Acredita- se que isto ocorra devido a acbes de hormdnios sexuais,
podendo afetar os diferentes tipos de resposta imune. A Leishmaniose é um grave
problema de salde publica apresentando aumento da prevaléncia e afetando grande
parte da populagdo mundial. No Brasil € endémica e o Nordeste é a regido mais
afetada. A forma visceral é a mais grave podendo levar o individuo a 6bito se néo
tratada. Objetivamos determinar se existe diferenca entre sexos no modelo
experimental de LV. Hamsters (Mesocricetus auratus) machos e fémeas foram
infectados com L. infantum/chagasi através da injec&o intradérmica e comparados
com animais controles, apds 5 meses de infeccdo. Apds eutandsia sangue, baco e
figado foram coletados para as analises de carga parasitaria, histolégicas e de
parametros bioquimicos. As fémeas infectadas apresentaram um maior tamanho de
baco que os machos infectados. Porém, foram os machos que apresentaram maior
carga parasitaria. As alteragdes bioquimicas foram maiores nas fémeas, podendo
estar relacionadas as alteragdes histolégicas observadas no figado das mesmas. As
fémeas infectadas apresentaram concentracdes seéricas inferiores de estradiol
guando comparadas com fémeas néo infectadas. Essa reducdo néo foi detectada
nos machos. Nossos resultados indicam que existem diferencas entre sexos na LV
experimental. A determinacdo de diferencas entre 0s sexos nas respostas as
infeccbes € de fundamental importancia na escolha da melhor abordagem

terapéutica para o tratamento das enfermidades, incluindo as leishmanioses.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. Diferencas entre sexos. L. infantum.
Hamster



ABSTRACT

In parasitic infections some factors are associated with the susceptibility of the host,
including sex, age, genetic condition, environmental factors and immune status.
Gender differences are observed in various infections. It is believed it occurs due to
sex hormones, which may affect different types of immune responses. Leishmaniasis
is a serious public health problem presenting increased prevalence and affecting
much of the world population. In Brazil it is endemic and the Northeast is the most
affected region. The visceral form is the most severe and may cause death if left
untreated. We aimed to determine whether there is gender difference in the
experimental model of LV. Hamsters (Mesocricetus auratus) males and females were
infected with L. infantum / chagasi by intradermal injection and compared with control
animals after 5 months of infection. After euthanasia, blood, spleen and liver were
collected for parasite load, histological and biochemical parameters analysis. Infected
females showed an increase in the size of spleen compared to infected males.
However, males had higher parasite burden. Biochemical changes were higher in
females, which may be related to the histological changes observed in their liver.
Infected females had lower serum concentrations of estradiol compared to uninfected
females. This reduction was not detected in males. Our results indicate that there are
gender differences in experimental LV. The determination of sex differences in
responses to infection is very important in choosing the best therapeutic approach for

the treatment of diseases, including leishmaniasis.

Keywords: Visceral leishmaniasis. Sex differences. L. infantum. Hamster
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1 INTRODUCAO GERAL

Diferencas entre sexos na fung¢éo imunoldgica estdo bem estabelecidas nos
vertebrados. Nos estudos clinicos de seres humanos e de animais ndo-humanos,
varios fatores sdo sugeridos, incluindo as taxas de exposicdo, comportamento
social, habitat e dieta que poderiam contribuir para as diferencas observadas na
infeccéo parasitaria (KLEIN, 2004). As diferencas afetam as respostas imune inata e
adaptativa, contribuindo na patogénese das doencas infecciosas em machos e
fémeas (PENNELL et al., 2012).

Alguns estudos realizados no Brasil em areas endémicas de Leishmaniose
visceral (LV) tem avaliado perfil clinico e laboratorial entre criancas e adultos com a
doenca. As complicagdes, gravidade e niveis de citocinas. Perfil de citocinas
envolvidas na patogénese (CALDAS,2006; COSTA, 2013; SILVA,2012). Nao foram
encontrados estudos em humanos, que avaliam aspectos das diferencas entre
sexos quanto ao perfil hormonal, parametros bioquimicos e a doenca.

A LV é uma zoonose causada pelo parasita Leishmania infantum (sin. L.
chagasi). A doenca é transmitida ao homem pela picada de flebotomineos fémeas
do género Lutzomyia longipalpis é a principal espécie de vetor do Novo Mundo
(BELO et al., 2013). E também conhecida como kala-azar, é geralmente fatal no
periodo de até dois anos sem tratamento (WHO, 2010).

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Salde (OMS) a
Leishmaniose é endémica em 98 paises com prevaléncia mundial de 12 milhdes de
pessoas infectadas e com mais de 350 milhdes de pessoas em risco de contrair a
doenca. Sendo 500 mil casos de LV. Com mortalidade estimada em 50 mil ébitos a
cada ano no mundo. Mais de 90% dos casos de LV ocorrem em seis paises, india,
Bangladesh, Etiépia, Nepal, Sudao e Brasil (WHO, 2010).

Nas Américas sao diagnosticados anualmente em média; 4.000 casos de LV,
com taxa de mortalidade de 7%. A maioria dos casos relatados na América Latina é
proveniente do Brasil. A LV é um problema de saude publica relevante em todo o
mundo (MESCOUTO-BORGES et al., 2013).

A infeccéo visceralizante leva a manifestac¢des clinicas variadas em humanos
e nos modelos experimentais (WILSON et al.,2005). Contudo, a progressao da
doenca é dependente da espécie de Leishmania envolvendo a genética e o estado

imunolégico do hospedeiro (NIETO et al., 2011).
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Muitos aspectos imunoldgicos da doenca tém sido estudados em modelos
experimentais, tais como ratos, hamster, cdes domésticos e primatas. Os hamsters
mimetizam caracteristicas clinicas e imunolégicas na doenca humana (LORIA-
CERVERA & ANDRADE-NARVAEZ, 2014). Muitas vezes revelam varios sinais
clinicos da progresséo da LV como, hipergamaglobulinemia, hepatoesplenomegalia,
anemia, caquexia e imunodepressao (NIETO et al., 2011). Apesar da expressao das
citocinas T helper 1 (Thl) no figado, baco e medula 6ssea ha um descontrole na
replicacdo parasitaria levando a progressédo da doenca (MELBY et al., 2001). O
controle da doenca esta associado com a resposta imune celular do tipo Thl com
producéo de Interleucina- 12 (IL-12) e Interferon-gama (IFN-.y). A IL-12 estimula a
producdo de IFN-y nos pacientes quando respondem ao tratamento (SOARES et al.,
2010).

No entanto os mecanismos de defesa eficazes requerem uma coordenacdo
complexa das atividades dos sistemas nervoso e imunoldgico, e anormalidades
nesta interacdo podem instigar aberracdes patofisioldgicas (HADDAD, 2008).

Estudos em humanos e em modelos de roedores sugerem que as influéncias
dos hormonios sexuais sobre a resposta imune, particularmente no equilibrio de
citocinas, desempenham um papel significativo (MCCLELLAND & SMITH, 2011).

Durante a infeccdo e inflamacdo, ocorrem diversas alteracbes no
metabolismo. Estas séo parte da reacdo do corpo conhecida como a resposta de
fase aguda que induz alteracbes na concentracdo de proteinas especificas do
plasma que ajudam a proteger o hospedeiro de um agravamento e facilita o
processo de reparacdo. O aumento das proteinas de fase aguda modula a resposta
inflamatéria (KHOVIDHUNKIT et al., 2000).

Diversos estudos relataram variagdo na composicao de lipidios em condigdes
gue possam promover uma resposta de fase aguda, tais como nas infeccdes
parasitarias, microbianas e sepse (ERDEVE et al.,2004). As lipoproteinas ou
particulas de lipoproteinas sdo capazes de modular as respostas imunes celulares.
Os macrofagos séo possiveis alvos para as atividades imunomodulatérias das
lipoproteinas (SOARES et al., 2010).

No nosso estudo avaliamos as diferencas nos parametros bioguimicos, carga
parasitaria, alteracdes histoldgicas e o estrégeno entre machos e fémeas durante a

fase inicial da LV para melhor compreender a dicotomia sexual na resposta imune.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1Leishmaniose

Segundo a OMS a incidéncia global da Leishmaniose € de 2 milhdes de
novos casos por ano (WHO, 2010). Continua a ter um grande impacto sobre grande
parte da populacdo mundial (HANDMAN, 2001). E uma doenca tropical das mais
negligenciadas. Seu perfil epidemiolégico apresenta aumento da prevaléncia e,
portanto, novos instrumentos e abordagens para alcancar seu controle sdo
urgentemente necessarios (LORIA-CERVERA & ANDRADE-NARVAEZ, 2014).

As leishmanioses sdo infec¢Bes causadas por tripanosomatideos do género
Leishmania, que sao transmitidos através da picada do fleb6tomo infectado (MELBY
et al., 1998b). Insetos do género Phlebotomus s&do os principais vetores destas
enfermidades na Africa, Asia e Europa e do género Lutzomyia, nas Américas
(KUMAR & NYLEN, 2012).

A forma promastigota flagelada metaciclica do parasita € injetada no
hospedeiro vertebrado pelo vetor, onde rapidamente invade o macréfago ou células
dendriticas (Dc’s) para replicacdo (STANLEY, 2007; TEIXEIRA,2006). Dentro do
fagolisossomo do macréfago a promastigota converte para a forma néo flagelada
amastigota do parasita (STANLEY & ENGWERDA, 2007). O inseto vetor ingere a
amastigota quando se alimenta de um animal infectado. Em seu trato digestivo, a
amastigota desenvolve-se em promastigota, que em seguida, ira ser injetada no
hospedeiro susceptivel durante o repasto sanguineo (PISCOPO & AZZOPARDI,
2006).

As leishmanioses representam um complexo de doencas com importancia
clinica e diversidade epidemiol6gica. Apresentam um espectro de formas clinicas:
leishmaniose visceral (LV), muco-cutanea (LMC), leishmaniose cuténea difusa (LCD)
e leishmaniose cutdnea (LC) (DESJEUX, 2004). As manifestaces clinicas
dependem da espécie do parasita, da resposta imune e das caracteristicas
genéticas do hospedeiro (CABRITA, 2011; GOTO, 2004; ROGERS, 2002).

Parasitas que causam LC Leishmania tropica, Leishmania aethiopica e
Leishmania major no Velho Mundo e Leishmania braziliensis e Leishmania mexicana
no Novo Mundo. A infeccdo induz uma lesédo no local da picada do inseto, que leva
meses para curar (ROGERS et al.,, 2002). No entanto, as cepas que Sao

normalmente dermotropicas podem migrar para 0os ganglios linfaticos e podem
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visceralizar. As espécies de L. donovani (India e Africa), L. infantum (regido do
Mediterraneo, Oriente Médio e Asia) e L. chagasi (América do Sul), vdo para os
Orgaos viscerais e levam as alteragcbes marcantes na funcdo do baco, figado e
medula 6ssea (HANDMAN, 2001). Estudos moleculares revelaram que as espécies
L. chagasi e L. Infantum correspondem a mesma espécie, sendo que atualmente o
nome L. Infantum é o mais utilizado (LIMA, 2012; WILSON, 2005).

A interagdo entre o hospedeiro e o parasita pode influenciar o curso da
infeccdo. Apds a infeccé@o por Leishmania na pele, um processo inflamatério local é
iniciado, isto envolve o acimulo de leucécitos no local de entrada do parasita. As
populagBes de células recrutadas na fase inicial da infeccdo parecem ser essenciais
para definir o resultado da doenca. Durante este processo as quimiocinas sao
fundamentais na atracdo de leucdcitos especificos para o local da infeccéo
(TEIXEIRA et al., 2006)

2.1.1 Leishmaniose Visceral

A LV é causada por um protozoério heteroxénico, intracelular obrigatério, que
infecta as células do sistema fagocitico mononuclear de diversas espécies animais
(ALVARENGA et al., 2010). Diferentes espécies de flebotomineos transmitem a
Leishmania para os seres humanos, que sdo hospedeiros ocasionais, sendo que 0s
cdes sao os reservatdrios do parasita (CHAPPUIS et al., 2007).

Estudos epidemiolégicos e experimentais tém demonstrado a importancia da
LV em salde publica. E a mais grave entre as formas clinicas da leishmaniose
(SERAFIM et al., 2010). Esta associada com um elevado nimero de parasitas e a
auséncia de uma resposta imunoldgica do tipo Thl eficiente, como observado em
pacientes (TEIXEIRA et al., 2006).

As formas visceralizante sdo L. donovani e L. infantum no velho Mundo e L.
chagasi no Novo Mundo (LIMA, 2012; WILSON, 2005). A doenca é caracterizada
por febre progressiva, perda de peso, hepatoesplenomegalia,
hipergamaglobulinemia e pancitopenia. Nas complicacbes ocorrem
imunossupressao, infeccdo bacteriana secundaria, hemorragia e anemia (BERN et
al., 2008). Nos individuos infectados com as mesmas espécies de Leishmania,
existe variabilidade na resolugéo da infeccdo. Fatores ambientais contribuem, mas
ndo sdo determinantes nas diferencas da evolucdo na infeccdo. Fatores do

hospedeiro que podem influenciar as consequéncias clinicas da infeccao

[ [N4] Comentario: Reescrever sentenga
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(JERONIMO et al., 2007). No entanto, os fatores que determinam a susceptibilidade
ou resisténcia a leishmaniose visceral permanecem obscuros (HANDMAN, 2001).

A associacdo de comorbidades com a desnutricdo, o diagnéstico tardio da
doenca e a presenca de complicacdes, como as infeccbes bacterianas e as
hemorragias concorrem para o aumento da letalidade (OLIVEIRA et al., 2010).

Estudos prévios em modelos experimentais de LV, utilizando-se hamster,
demonstraram comprometimento da resposta proliferativa esplénica e de células
mononucleares do sangue periférico (MOOKERJEE et al., 2003).

A susceptibilidade do hospedeiro no curso da infeccdo por L. infantum varia
imensamente com fatores intrinsecos do parasita e esses fatores exibem marcada
variagao intraespecifica (SULAHIAN et al., 1997). Embora as caracteristicas do vetor
e do hospedeiro influenciam a progressao da doenca sintomética, caracteristicas
parasitarias sdo importantes que distinguem a doenca cutanea da visceral. Por
exemplo, apesar de L. infantum estar associada predominantemente com LV,
algumas subespécies pode também causar LC (MCCALL et al., 2013).

No Brasil, a LV é uma doenca endémica nas areas rurais e muitos surtos
epidémicos tém sido relatados na regido Nordeste do pais (CAVALCANTE & VALE,
2014). Nos ultimos dez anos, a média anual de casos de LV foi de 3.379 casos e a
incidéncia de 1,9 casos por 100.000. A letalidade aumentou de 3,4%, em 1994, para
55% em 2008, e nos Uultimos 4 anos foi de 6,3%. Na década de 90,
aproximadamente 90% dos casos notificados de LV ocorreram na regido Nordeste.
Com a expansdo para outras regifes, essa situacdo vem se modificando e
recentemente, verificou-se que a regido Nordeste representa 48% dos casos do pais
(MS, 2010).

Durante a infeccdo e inflamacéo, que séo reagfes de fase aguda, algumas
alteracbes no metabolismo de lipoproteinas resultam em alteracbes nas
concentracdes e composicdo de lipidios plasmaticos e lipoproteinas. Um dos
mecanismos responsaveis pelo perfil lipidico alterado em pacientes com LV pode ser
0 sequestro e ou degradacdo de lipoproteinas no baco e figado (SECMEER et al.,
2006).

As lipoproteinas plasmaticas sao veiculos lipidicos, pode-se esperar que a
interacdo de proteinas de fase aguda com lipoproteinas poderia ter consequéncias

metabolicas importantes durante a doenca aguda (ERDEVE et al., 2004).
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2.1.1.1 Modelos experimentais na LV

Hamster e camundongo sdo os dois modelos bem estudados e adequados
para o estudo da infeccdo (AWASTHI et al.,, 2004). No entanto, o hamster é o
modelo experimental mais utilizado para estudos sobre a patogénese e a
imunossupressédo da LV, porque mimetiza caracteristicas clinicas patologicas na
doenca humana ativa (ASLAN et al., 2013). A infeccéo sistémica do hamster com
Leishmania donovani resulta em um aumento da carga parasitaria, progressiva
caquexia, hepatoesplenomegalia, pancitopenia, hipergamaglobulinemia até a morte
(MELBY et al.,, 1998a). Os anticorpos que formam complexos imunes nos rins
podem levar ao desenvolvimento de glomerulonefrite. A infec¢do visceral induz
alteragbes em hepatocitos, que levam a um distirbio do metabolismo no figado
(NIETO et al., 2011).

No figado ocorre a proliferacdo parasitaria. E considerado um érgdo monitor
capaz de apresentar em sua estrutura respostas bioldgicas das alteracdes do
ambiente. As alteragbes patoldgicas significativas nos hepatdcitos consistem em
ruptura do sistema de endomembranas, alteracdes do compartimento peroxissomal
e mudancas na distribuicdo de glicogénio hepatico. Tais alteragfes ocorrem na
infeccdo crénica de hamster infectado com L. donovani (VIANNA et al., 2002). Em
camundongos, o figado é o local de uma infeccdo aguda e de resolugédo, enquanto
gue uma infeccao crbnica estabelece no baco e na medula 6ssea (FALEIRO et al.,
2014).

Aumento do parasitismo esplénico foi demonstrado por outros estudos que
utilizaram hamsters experimentalmente infectados por L. infantum e ou L. donovani
com diferentes formas infecciosas amastigotas ou promastigotas (MOREIRA et al.,
2012).

No entanto o hamster, ainda ndo é um modelo perfeito de doencas humanas
(WILSON et al., 2005). Sendo a sua utilizacdo limitada devido a escassez de
reagentes (anticorpos, citocinas e marcadores de células) de especificidade definida
disponiveis para estudar o papel da resposta imune na patologia da doenca (LORIA-
CERVERA & ANDRADE-NARVAEZ, 2014).

A maioria dos estudos de LV envolvem injecdo intravenosa, intracardiaca ou
intraperitoneal de parasitas em animais de laboratério (ASLAN et al., 2013). A
infeccdo, através da via subcutanea, intradérmica é a que mais se aproxima do
curso natural da doenga (AHMED et al., 2003).
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No modelo de camundongo BALB/c a infec¢do intravenosa € a rota de infecgcéo
mais usada no estudo da LV (MCCALL et al., 2013). Embora esse camundongo seja
considerado susceptivel, a infeccdo progride durante as duas primeiras semanas,
em seguida a infeccdo € controlada pela resposta imune do hospedeiro (GOTO &
LINDOSO, 2004). Na maioria dos camundongos, 0s parasitas sdo eventualmente
eliminados do figado, e a resisténcia hepética para a infeccdo resulta de uma
resposta coordenada do hospedeiro envolvendo mecanismos efetores e reguladores
dentro dos granulomas (KAYE et al.,, 2004). Neste caso, € comparavel a casos
oligossintomaticos, auto-controlado sendo Util para o estudo da resposta imune
protetora (GOTO & LINDOSO, 2004).

O resultado da infec¢do experimental é dependente do nimero de parasitas

inoculados e da rota de inoculacdo (ROLAO et al., 2004).

2.1.1.2 Resposta imune na leishmaniose visceral

LV humana causada por L. donovani ou L. infantum/ chagasi € uma doenca
grave, com propagacédo generalizada dos parasitas para o sistema reticuloendotelial,
tais como baco, figado e medula éssea (GARG & DUBE, 2006). Dentro do
hospedeiro mamifero, o protozoario reside como amastigotas em células fagociticas,
tais como macréfagos, Dc’s e neutrofilos. A resposta imune que define a protecao
contra a doenca ndo esta bem definida, em LV (TRIPATHI et al., 2007).

A resposta imunitaria a Leishmania é iniciada no local de entrada do parasita,
através das células sentinelas, incluindo Dc's e macréfagos, onde as formas
promastigotas sdo interiorizadas (por um processo chamado) de fagocitose,
formando um fagossomo que se une com lisossomos para formar um fagolisossomo
(FREITAS & PINHEIRO, 2010). Este protozoario possui moléculas fortemente
imunogénicas, com capacidade de induzir o sistema imunitario do hospedeiro a
desenvolver uma resposta ineficaz. Estudos demonstraram que ocorre a inibicdo da
sintese de 6xido nitrico (NO) nos macréfagos e que o parasita tem a habilidade de
resistir ao pH acido das células onde se desenvolve, multiplicando-se dentro do
fagolisossomo (CABRITA et al., 2011).

O sistema imune inato reconhece microrganismos através de um ndmero
limitado de receptores de reconhecimento de patdgenos (PRRs) que reconhece
componentes de microrganismos, conhecidos como padrbes moleculares

associados ao patégeno (PAMPS), que sao essenciais para a sua sobrevivéncia
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(AKIRA et al., 2006). Além disso, a estratégia adotada pelo protozoario para evadir
das respostas imunes protetoras, permanecem desconhecidas (STAGER et al.,
2010).

As células Thl desempenham um papel importante na prote¢cdo contra
agentes patogénicos intracelulares, enquanto que as células T helper 2 (Th2),
definidas pela sua capacidade de produzir IL-4, mas ndo IFN-y, desempenham um
papel importante na defesa contra organismos extracelulares (AHUJA et al., 1999).
A resposta Thl, com producdo predominante de IFN-y, se associa com resisténcia
em todas as formas de leishmaniose (BARRAL & BARRAL-NETTO, 2009), enquanto
que células Th2 causam a exacerbacéo da doenca (NAGILL & KAUR, 2011).

Os macrofagos, as DC’s, as citocinas tais como IFN- vy, IL-12 e fator de
necrose tumoral (TNF) sdo cruciais para a resolucdo da infeccdo e para uma
imunidade protetora de longa duragcdo. As citocinas derivadas de macréfagos, as
guais inibem a morte do parasita, incluem fator de transformacédo do crescimento
beta (TGF-B) e IL- 10 (BOGDAN & ROLLINGHOFF, 1998). A IL-10 € uma citocina
regulatéria que pode ser produzida por células T, células B, macrofagos, DC’s e
células epiteliais (NYLEN & SACKS, 2007). Ela inibe a fungdo dos macrofagos
ativados, incluindo a producdo de NO e a expressdo de Moléculas do Complexo de
Histocompatibilidade (MHC) de classe Il (MOORE et al., 2001).

As células mononucleares do sangue periférico de individuos assintomaticos
ou subclinicos respondem para o antigeno de Leishmania com proliferacdo e
producéo de IL-2, IFN-y e IL-12. Os individuos gque evoluiram para a LV ativa devem-
se a uma possivel falha na proliferacdo das células mononucleares do sangue
periférico e producédo de IFN-y (WILSON et al., 2005). A indu¢do de imunidade
protetora contra a leishmaniose geralmente depende da producéo de IL -12. Esta
citocina associada a macréfagos conduz uma resposta Thl CDA4+(Cluster de
Diferenciacdo) e induz a producado de IFN-y por natural killer (NK) e células T. O IFN-
y por sua vez medeia protegdo por induzir a expressdo de NOS2 (6xido nitrico
sintase tipo 2) e a producdo de NO. Consequentemente, a neutralizacdo de IL-12
conduz a exacerbac¢é@o da doengca em L. major e L. donovani (ALEXANDER et al.,
1999).

Estudos em humanos e hamsters indicam que a incapacidade para controlar
a replicacdo do parasita na LV pode estar relacionada com uma ineficacia na

ativagdo classica de macréfagos (OSORIO et al., 2012). A auséncia de resposta de

[ [N5] Comentario: Ver esta sigla
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células T tem sido atribuida a incapacidade de células apresentadoras de antigeno
em induzir as células T especificas. Essa disfungdo é considerada fundamental na
progressao da LV, no modelo de hamster, que também poderia desempenhar um
papel importante nas doencas humana e canina. Como consequéncia da auséncia
de resposta das células T, ocorre a replicacdo descontrolada do parasita, apesar da
producao de citocinas Thl (IL-2, IFN-y, e TNF) no figado, baco e medula éssea de
animais, levando a um padrdo de doenca progressiva neste modelo (MOREIRA et
al., 2012).

Ao contrario dos macréfagos de camundongos, os macréfagos de hamsters
ndo produzem NO em resposta a IFN-y, sendo incapazes de controlarem a
replicacdo parasitaria (PEREZ et al., 2006). No entanto, em camundongos ocorre
uma forte resposta tipo 1 CD4+ e resposta de células T CD8+ que conduz o controle
da infeccdo principalmente através da regulacdo positiva de iNOS (6xido nitrico
sintase indutivel) e geracdo de NO no baco e no figado (OSORIO et al., 2012). A
caracteristica mais marcante de NOS2 é a sua proeminente regulacdo através da
ativagéo de citocinas IFN-y e TNF ou citocinas inibidoras IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-B.
Estas afetam fortemente o grau de expressdao de NOS2 (BOGDAN et al., 2000).

A susceptibilidade nos camundongos infectados por L. donovani esta
relacionada com a expresséo de IL-10 e TGF-p (OSORIO et al., 2012). Nos modelos
de camundongos ficou demonstrado que a IL-10 promove a progressao da doenca e
gue a inibicdo da atividade de IL-10 (IL-10 por meio de bloqueio dos receptores) leva
a formacéo de granulomas e morte do parasita (KUMAR & NYLEN, 2012).

As citocinas Th2 IL-4 e IL-13 desempenham um papel importante na
promocéao da doenca em alguns modelos experimentais da infec¢do por Leishmania,
em alguns estudos foram encontradas aumentadas no soro de alguns pacientes com
LV ativa (OSORIO et al., 2012).

O resultado de infeccbes por Leishmania ndo depende apenas das espécies,
mas também da competéncia imunolégica do individuo para combater o crescimento
do parasita (ALEXANDER et al., 1999).

[N6] Comentario: Rever il 10 e TGF
TH1 e Th2 ok consertei
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2.2 Diferencas entre sexos e infecgdes

O dimorfismo sexual nas infecg¢des, incluindo as parasitarias, € notavelmente
semelhante, apesar da diversidade de organismos infecciosos (MCCLELLAND &
SMITH, 2011).

Existem muitos casos em que os machos e fémeas diferem na
susceptibilidade a infeccdes e a razéo para estas diferencas € multifatorial. Pode ser
devido a diferencas induzidas pelos horménios sexuais e seus efeitos na expresséo
génica, bem como no sistema imune. Além disso, também podem ser incluidas as
diferencas fisiolégicas inatas entre machos e fémeas (MCCLELLAND & SMITH,
2011). Alguns estudos propdem que diferengcas entre sexos nas respostas imunes
podem ser devido a diferencas na producéo de citocinas. As citocinas dos tipos Thl
e Th2 tém sido implicadas em varias respostas imunes relativas a infecgdo, alergia e
autoimmunidade (BOUMAN et al., 2004).

Estudos clinicos e experimentais designados para avaliar diferencas entre
sexos na progressao da resposta imune nas infecgbes, lesdes e capacidade de
resposta ao tratamento sdo muito especificas (SCOTLAND et al., 2011). Varias
observagbes in vivo sugerem que os horménios sexuais podem influenciar
mondcitos a produzir TNF. Nos machos as endotoxinas estimulam mondcitos a
produzir mais TNF em comparacédo com as fémeas (BOUMAN, 2005).

Estudo com camundongo BALB/c avaliou-se a relagédo entre o ciclo estral e
resisténcia do hospedeiro com Paracoccidioides brasiliensis mostrou que o
estrégeno em todos os grupos de fémeas apresentou maior remocéo das células de
levedura do que o grupo do sexo masculino (SANO et al.,1992).

Em outro estudo com camundongo C57Bl / 6 foram comparados os niveis de
anticorpos no soro em macho e fémea durante o desafio de infeccdo com Giardia
muris. As fémeas tiveram mais anticorpos anti-parasitas do que os machos
(DANIELS & BELOSEVIC, 1994).

A incidéncia e gravidade das infec¢Bes parasitarias naturais séo diferentes
entre machos e fémeas de muitas espécies, incluindo os seres humanos (ROBERTS
& WALKER, 2001).
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2.3 Diferengas entre sexos nas Leishmanioses

A maioria das doencas parasitarias, incluindo leishmaniose, geralmente
resultam em doenca mais grave em machos comparado com fémeas (ROBERTS &
WALKER, 2001). Especula-se que isso se deva a acdes de diferentes hormonios
sexuais e outros esteréides, que modulam varios aspectos na imunidade do
hospedeiro (KLEIN, 2000).

O sexo pode influenciar na resolucdo da infecgdo por Leishmania
(SATOSKAR et al., 1998). Respostas da imunidade inata, respostas mediadas por
anticorpos e respostas celulares normalmente sdo maiores em mulheres que
homens (KLEIN, 2004).

A susceptibilidade as infec¢cbes nos animais depende de varios fatores,
incluindo género e a idade do hospedeiro (SINGH et al., 2007). Os estudos
epidemiolégicos com LC indicam ser mais frequente em machos. Nao esta claro se
esta diferenca é devido apenas a riscos diferentes quanto a exposicao ao patégeno,
devido as distintas atividades de machos e fémeas ou se estdo relacionadas com a
resposta imune do hospedeiro quanto a resisténcia e susceptibilidade a infeccao
(TRAVI et al., 2002).

No entanto, sob condi¢des controladas de laboratdrio, uma clara dicotomia na
susceptibilidade de machos e fémeas também pode ser observada. Em humanos, os
niveis de hormdnios sexuais, ndo so6 variam entre homens e mulheres, mas também
alteram com a idade (ROBERTS & WALKER, 2001). Considerando que o0s
estrégenos podem modular varias respostas pro-inflamatdérias, muitos aspectos das
diferencas de sexo em respostas inflamatorias agudas permanecem indefinidos
(SCOTLAND et al., 2011).

Hamsters machos infectados com L. donovani também s&o mais susceptiveis
a doenca e tém maior carga parasitaria do que os homaélogos fémeas (ANURADHA
et al.,1990).

Estudo experimental que utilizou hamster de mesma idade machos e fémeas,
foi demonstrado que os machos foram mais susceptiveis a infeccdo com
Leishmania viannia spp. do que as fémeas (TRAVI et al., 2002). Em outro estudo
com camundongos DBA/2 infectados com L. mexicana observou-se que os machos

foram mais susceptiveis a infeccdo, desenvolveram lesGes maiores que nao



20

cicatrizaram, enquanto que as fémeas ndo produziram lesdes ou pequenas lesdes
que cicatrizaram (SATOSKAR & ALEXANDER, 1995).

Estudos em roedores em ambiente laboratorial controlado, no entanto, revelam
qgue diferencas sexuais estdo presentes e podem ser mediadas por interacbes
enddcrinas e imunes (KLEIN, 2004).

2.4 Horménios sexuais e regulacdo daresposta Imune

Evidéncia sugere que o eixo hipotalamico-pituitario-gonadal (HPG) pode
também modular a funcao imune (TANRIVERDI et al., 2003).

Os estrégenos sdo hormonios esterdides derivados da molécula do colesterol,
produzidos principalmente pelas células ovarianas da teca e granulosas. Seus
representantes sdo o estriol (E3), a estrona (E;) e o estradiol (E;), sendo o ultimo o
principal estrogénio ovariano sintetizado e de maior a¢éo fisioldgica (LAZZARETTI et
al., 2008).

Os horménios sexuais, tais como o estradiol, testosterona e progesterona tém
mostrado, modular as respostas imunitarias, o que pode resultar na diferenca da
resolucéo na doenca entre os machos e as fémeas (SNIDER, et al., 2009).

Testosterona e estradiol exercem uma influéncia reguladora na citotoxicidade
e na migracdo de células NK e modificam a resposta do hospedeiro contra
patégenos (WRONA, 2006). A testosterona pode aumentar a apoptose em células T
(BOUMAN, 2005).

O estrogénio pode atuar em varios processos imunes, incluindo
desenvolvimento de linfocitos e mondcitos, na fungdo de DC'’s, respostas de células
T, regulacdo de citocinas, proliferagdo e a sobrevivéncia de células B, no
desenvolvimento da resposta de anticorpos e atividade de células NK (LANG, 2004).
Nas células maduras do sistema imune ha expressao dos receptores de estrogénio
e receptores de androgénio, sugerindo que os horménios sexuais esteroides
influenciam diretamente o desenvolvimento e a funcéo das células dos sistemas
imunes inatos e adaptativos (TAUB, 2008).

O estradiol e a progesterona afetam a expressao de moléculas de adesdao em
leucécitos, resultando em alterac8es nas contagens de células circulantes e efeitos
sobre a ativagéo celular (PENNELL et al., 2012). Podem também agir modulando

aspectos da apresentagdo de antigenos (PEREZ et, 2009).
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O estradiol tem sido mencionado por modular a fungdo de macréfagos. O
estradiol e seus derivados sintéticos aumentam a atividade fagocitica e modulam a
expressao de iINOS e citocinas em macrofagos (YOU, et al., 2003). A geracdo de
espécies reativas de oxigénio é um fator pré-inflamatério importante evolutivamente
conservado para controlar a infeccdo (STRAUB, 2007).

O estrogénio é conhecido por alterar o eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal
(HPA) modulando a liberacdo de ambos os peptideos hipotalamicos e da pituitéria,
tais como a prolactina (PRL) e hormonio do crescimento (GH) que por sua vez pode
modificar respostas imunes e a secrecdo de citocinas (PFEILSCHIFTER et al.,
2002).

Ha evidéncias que os horménios testosterona e progesterona sao
imunossupressores, reduzem a atividade de células NK, prejudicam macréfagos na
producédo de TNF e NO. No entanto, a capacidade do estradiol para conduzir uma
resposta pro-inflamatoria, associada a Thl e de testosterona para inibir essa
resposta imune ajuda a explicar por que as mulheres tém uma maior incidéncia de
doencas auto-imunes e uma menor incidéncia de infec¢es parasitarias (SNIDER et
al., 2009).

O mecanismo pelo qual o esteroide liga-se aos receptores de membrana, tal
como descrito para o estrégeno e testosterona, afetam a fungéo das células imunes
permanece obscuro (BOUMAN, 2005).

O estrogeno promove a ativacdo de célula B, através da estimulacdo de
citocinas Th2 tais como, IL-4 e IL-6 (VERTHELYI, 2001). Vérias condi¢cdes
patoldgicas e fisioldgicas podem alterar os niveis de estrégenos no soro (CUTOLO &
LAHITA, 2005). Os estrégenos tém acgdo antiinflamatéria ou pré-inflamatoria,
dependendo dos fatores que influenciam (STRAUB, 2007).

O envelhecimento altera o sistema enddcrino e imune, aumentando a
susceptibilidade as doencas infecciosas (GIEFING-KROLL et al., 2015). A regulagéo
dos hormdnios sexuais no sistema imunitario varia com o envelhecimento; por
exemplo, a expresséo de IL-6 esta sob o controle de hormdnios sexuais como o
estrogeno e testosterona (WEBSTER et al.,, 2002). Aspectos funcionais das
diferencas especificas da idade e do sexo relacionadas ao sistema imune e sua
interacdo com a mudanga dos niveis de hormonio ester6ide sexual ndo foram
investigados extensivamente (GIEFING-KROLL et al., 2015).
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Vérios estudos clinicos e experimentais demonstram efeitos significativos de
hormonios sexuais sobre respostas imunes mediadas por células (ANGELE et al.,
2014).

A determinacédo de diferencas entre 0s sexos nas respostas as infec¢des € de
fundamental importédncia na escolha da melhor abordagem terapéutica para o
tratamento das enfermidades, incluindo as leishmanioses. Neste estudo,
descrevemos, pela primeira vez, diferencas entre machos e fémeas durante a LV
experimental causada pela L. Infantum. Entretanto, novos estudos sdo necessarios

para avaliar melhor os mecanismos envolvidos nas diferencas observadas.
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3 HIPOTESE

Existem diferencas do perfil bioquimico entre hamsters machos e fémeas na

Leishmaniose visceral experimental por L. infantum.

OBJETIVO GERAL:

Determinar se existem diferencas entre hamsters machos e fémeas infectados com

L. infantum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Comparar machos e fémeas em relagdo a tamanho de bago e figado.

Determinar se existem diferencas em relacdo a carga parasitéria entre machos e

fémeas.

Avaliar se as alteracdes histoldgicas causadas pela infec¢édo, no baco e figado, sédo

similares entre hamsters machos e fémeas.

Avaliar as concentrac8es séricas de glicose, triglicérides, colesterol total, HDL, LDL,

VLDL e albumina entre os animais machos e fémeas.

Investigar se as alteracdes bioquimicas das concentracdes séricas provocadas pela

infecc@o sdo similares entre os animais machos e fémeas.

Detectar se a infeccdo dos hamsters com L. infantum causa alteragbes nas

concentracdes séricas de estradiol e se estas sdo as mesmas em machos e fémeas.
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DIFERENCAS ENTRE MACHOS E FEMEAS DA CARGA PARASITARIA E DOS
PARAMETROS BIOQUIMICOS DURANTE A LEISHMANIOSE VISCERAL
EXPERIMENTAL

MARINHO, A.l.L.1, SOUSA, A.D.}, PASSOS, F.C.}, BRITO, E. N.%, SOUZA, M. S.%, BARRAL,
A. P.2 BACCAN, G.C.

RESUMO

Nas infec¢Bes parasitarias alguns fatores estdo associados com a susceptibilidade
do hospedeiro, dentre eles o sexo, a idade, condi¢do genética, fatores ambientais e
o estado imunoldgico. Diferencas entre os sexos sdo observadas em diversas
infeccBes. Acredita- se que isto ocorra devido a a¢bes de hormdnios sexuais,
podendo afetar os diferentes tipos de resposta imune. A Leishmaniose € um grave
problema de salde publica apresentando aumento da prevaléncia e afetando grande
parte da populacdo mundial. No Brasil € endémica e o Nordeste é a regido mais
afetada. A forma visceral é a mais grave podendo levar o individuo a 6bito se néo
tratada. Objetivamos determinar se existe diferenca entre sexos no modelo
experimental de LV. Hamsters (Mesocricetus auratus) machos e fémeas foram
infectados com L. infantum/chagasi através da inje¢do intradérmica e comparados
com animais controles, apds 5 meses de infeccdo. Apds eutandsia sangue, baco e
figado foram coletados para as analises de carga parasitaria, histolégicas e de
parédmetros bioquimicos. As fémeas infectadas apresentaram um maior tamanho de
baco que os machos infectados. Porém, foram os machos que apresentaram maior
carga parasitaria. As alteragdes bioquimicas foram maiores nas fémeas, podendo
estar relacionadas as alteragdes histolégicas observadas no figado das mesmas. As
fémeas infectadas apresentaram concentracbes séricas inferiores de estradiol
guando comparadas com fémeas néo infectadas. Essa reducdo néo foi detectada
nos machos. Nossos resultados indicam que existem diferencas entre sexos na LV
experimental. A determinacdo de diferencas entre os sexos nas respostas as
infeccdes € de fundamental importancia na escolha da melhor abordagem

terapéutica para o tratamento das enfermidades, incluindo as leishmanioses.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral. L. infantum. Hamster. Sexo
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4.1 Introducéo

Diferencas entre os sexos afetam as respostas imune inata e adaptativa contribuindo
na patogénese das doencgas infecciosas em machos e fémeas (PENNELL et al.,
2012). Ainda néo esté claro, se esta diferenca deve-se apenas a riscos diferentes de
exposicdo, devido as distintas atividades de machos e fémeas ou se diferengas
entre géneros na resposta imune do hospedeiro desempenham um papel na
resisténcia e susceptibilidade a infeccdo (TRAVI et al., 2002). Essas diferencas
também s&8o observadas em doencas parasitarias, incluindo a leishmaniose
(ROBERTS & WALKER, 2001).

As leishmanioses séo infeccBes causadas pelos tripanosomatideos do género
Leishmania, que sdo transmitidos através da picada do fleb6étomo infectado (MELBY
et al., 1998). A Leishmaniose visceral (LV) é causada por um protozoario
heteroxénico, intracelular obrigatério, que infecta as células do sistema fagocitico
mononuclear de diversas espécies animais (ALVARENGA et al., 2010). L. donovani
e L. infantum no Velho Mundo e L. chagasi no Novo Mundo. Com nome e origem
geogréfica diferentes, dados moleculares sugerem que L. infantum e L. chagasi
podem ser uma mesma espécie (WILSON et al., 2005). No Brasil, a Leishmania
infantum/chagasi é a etiologia mais comum da LV, sendo transmitida por um vetor
da espécie Lutzomyia longipalpis (ALVARENGA et al., 2010). Esta enfermidade é
caracterizada por febre progressiva, perda de peso, hepatoesplenomegalia,
hipergamaglobulinemia e pancitopenia (BERN et al., 2008).

Ainda ndo se sabe se existem diferencas entre sexos na LV transmitida por L.
infantum. A dificuldade de encontrar diferencas entre sexos em estudos
epidemioldgicos se deve provavelmente a inclusédo de pacientes em diferentes fases
da doenca. Estas discrepancias sdo suplantadas em estudos com modelos
experimentais, principalmente utilizam-se roedores.

Neste estudo, usamos como modelo experimental hamsters infectados com L.
infantum, por que mimetiza caracteristicas clinicas patolégicas na doenca humana
ativa (ASLAN et al., 2013). Avaliamos diferencas entre sexos na fase aguda da
infeccdo e encontramos importantes diferencas entre machos e fémeas nesse

modelo experimental de LV.
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4.2 Material e Métodos

Animais

Foram utilizados hamster (Mesocricetus auratus), obtidos do biotério da Faculdade
de Medicina Veterinaria —UFBA. Os procedimentos experimentais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias da Saude
(CEUA-ICS) conforme protocolo n® 034/2012.

Os animais foram mantidos no biotério do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz,

Fundacdo Oswaldo Cruz. Ap6s a infeccao, foram realizadas semanalmente as

medidas de peso dos animais.

Cultura de Leishmania infantum

Formas promastigotas de L. infantum, (MHOM/BROO/Ba262) foram obtidas pelo
cultivo em meio Schneider's (Schneider insect medium, Sigma Chemical Co. St
Louis, Missouri, USA) suplementado com 20% de soro bovino fetal inativado, L-
glutamina (2mM), penicilina (100U/ml), estreptomicina (100ug/ml), até a fase

estacionaria a 23°C.

Infeccéo

Para a infeccao experimental, utilizamos promastigotas estacionarias de L. infantum.
Os parasitas foram obtidos na fase estacionaria sendo lavados trés vezes com
salina a 3000 rpm por 10 minutos e foram ajustados para uma concentracdo de
5x10°/ml. Os parasitas foram lavados com salina por 4 minutos a 4° C. O sedimento
obtido foi lavado com salina por 10 minutos a 4°C

Os hamsters foram infectados com 5 x 10° promastigotas 20 pl) de L. infantum

(MHOM/BR00/Ba262), por inoculacéo intradérmica na orelha direita.

Estimativa da carga parasitaria

A carga parasitaria foi realizada por meio da técnica modificada de diluigdo limitante
(HONDOWICZ & SCOTT, 2002). O baco e o figado foram removidos apés a
eutanasia dos animais e pesados separadamente, os fragmentos de 0,2mg dos
orgdos foram macerados assepticamente em um separador de célula 40 um apoiada

numa placa de Petri contendo 1 ml de meio Schneider completo LGC suplementado
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com 10% de soro fetal bovino (Gibco) e 1% de estreptomicina (Gibco). Foram feitas
diluicdes seriadas das células e estas foram plagueadas em placas de 96 pogos
contendo meio Schneider completo. As placas foram incubadas a 24° C por 7 dias e
analisadas em microscépio invertido para verificagdo do aparecimento de formas
promastigotas de L. infantum. A carga parasitaria foi estimada com base na

concentracdo dos parasitas vivos no poco de maior diluicdo.

Parametros Bioquimicos

Foram mensuradas no soro, em todos 0s grupos experimentais, glicose, triglicérides,
colesterol total, HDL, LDL, VLDL e albumina. A coleta do sangue foi realizada
posteriormente a eutanasia por decapitacdo apés 5 meses de infec¢éo experimental.
O soro foi separado do sangue por centrifugacdo. As concentracbes foram
determinadas usando Kits comerciais para humanos (Kit Bioclin, Santa Branca, MG,

Brasil) usando metodologia enzimatica e colorimétrica.

Histopatologia

Fragmentos de baco e figado foram coletados apos a eutandsia e preservados em
formol a 10%. Apés desidratacdo, foram incorporados em parafina para a rotina de
diagndstico histopatolégico. Seccdes de fragmentos de tecido, 5 um de espessura,
foram obtidos e corados com hematoxilina-eosina sendo avaliadas por microscopia

Optica.

Determinacdo hormonal
O horménio estradiol foi quantificado através da técnica de quimioluminescéncia

utilizando-se kits comerciais (ACCESS, Beckman Coulter).

Anédlise estatistica

Os dados foram analisados usando o GraphPad Prism software, versdo 5.0
(GraphPad Software, Inc, 2007). Nas compara¢cdes entre apenas dois grupos, foi
empregado o teste de Mann-Whitney e nas analises de varios grupos, foi utilizado
teste de ANOVA, com poés-teste de Bonferroni. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p < 0.05.
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4.3 Resultados

Peso corporal, peso dos 6rgéos (figado e bago) e carga parasitaria

O peso corporal foi avaliado semanalmente durante o periodo de 5 meses pos
infeccdo experimental, neste periodo ndo foram evidenciados sinais clinicos. Os
animais dos grupos controles e infectados de ambos os sexos ndo apresentaram
diferenca estatistica significante em relacdo a evolugdo do peso corporal (Fig.1A e
1B). Em relagdo ao peso corporal no momento da eutandsia os animais machos e
fémeas (Fig.1C) e os grupos controles e infectados (Fig.1D) ndo apresentaram

diferencga estatistica significante.

A B
. e 4 ger
180 - \lachos IMNF
- ) CTL Fémesas 5 600 o
2 160 1 % INF Fémess =
g g 1 = 400
8w i}_ﬂﬂ«,—cﬁ b
w{ ¢ 1 § a0
=
1004 . . : 0 . .
2 4 & Machos Fémeas
Meses Pds-infecgdo
c D
200 200
s O cTL & @ Wachos
® 1= = INF E 150 O Fémeas
[} w
. @
5 1o & 10
3 5
a @
50 o
2 g
o o
] . . o

Machos Fémeas cTL INF

Figura 1. Evolucdo do peso corporal dos animais. Peso corporal (g) dos animais durante
0s 5 meses de infeccdo (A). Area sob a curva dos animais machos e fémeas (B). Peso dos
animais de ambos os sexos controles (CTL) e infectados (INF) no momento da eutanasia (C
e D). Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média. Os grupos foram
comparados pelo teste de Mann-Whitney. *p<0,05.

Em relacdo ao peso dos o6rgdos, retirados e pesados imediatamente apds a
eutanasia, ndo foi observada diferenca estatistica significante entre o peso do figado
dos animais (Fig. 2A). O peso do baco das fémeas infectadas apresentou diferenca

estatistica significante em relacéo ao grupo controle (Fig. 2B).
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Figura 2. Peso dos 6rgéos. Peso do figado (A) e do baco (B) dos animais de ambos os
sexos controles (CTL) e infectados (INF) com L. infantum. O peso do figado (mg) e do bago
(mg) foram obtidos apds a eutandsia. Os resultados foram expressos em média + erro
padrdo da média. Os grupos foram comparados pelo teste de Mann-Whitney. *p<0,05.

A carga parasitaria do figado e do baco foi realizada para verificacdo da presenca
das formas promastigotas de L. infantum, avaliada desde o terceiro até o sétimo dia
de cultura, analisadas em microscdépio invertido. Ndo houve diferenca estaticamente
significante da carga parasitaria no figado entre machos e fémeas (Fig.3A). No
entanto o baco dos machos apresentou carga parasitaria significativamente maior

gue no baco das fémeas (Fig.3B).
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Figura 3. Avaliacdo da carga parasitaria. A carga parasitaria no figado (A) e no baco (B)
de hamsters infectados com 5x 10° promastigotas de L. infantum dos animais machos e
fémeas, foram quantificadas por meio da técnica de diluicdo limitante. A carga foi estimada
com base na concentragdo dos parasitas vivos no po¢o de maior diluicdo. Os resultados
foram expressos em média + erro padrdo da média. Os grupos foram comparados pelo teste
de Mann-Whitney. *p<0,05.
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Andlise de parametros bioquimicos

N&o houve diferencga estaticamente significante nos niveis de glicose sérica entre os
animais controles e infectados de ambos os sexos (Fig.4A). No entanto em relacéo
aos niveis de albumina sérica as fémeas infectadas apresentaram niveis

significativamente menores quando comparadas com as fémeas controles (Fig.4B).
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Figura 4. Dosagem de Glicose e Albumina sérica. Dosagem de glicose sérica (A) e de
albumina sérica (B) dos animais controles (CTL) e infectados (INF) de ambos os sexos,
realizadas utilizando kits comerciais para humanos por metodologia enzimatica e
colorimétrica. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média. Os grupos
foram comparados pelo teste de Mann-Whitney. *p<0,05.

As concentragdes de colesterol total, triglicerideos, LDL, HDL e VLDL foram dosados
no soro dos animais. Os niveis de colesterol total das fémeas infectadas
apresentaram niveis significativamente menores quando comparadas com as
fémeas controles (Fig. 5A), ocorrendo o mesmo com os niveis de LDL (Fig.5C). No
entanto nao houve diferenca estatistica significante nos niveis de triglicerideos, HDL

e VLDL (Fig.5B, 5D e 5E, respectivamente) dos grupos avaliados.

Aspectos histologicos

A analise histolégica do figado e do bago foi realizada para avaliar alteracdes
morfolégicas nos hepatécitos e nos esplendcitos dos hamster. Nos hepatdcitos dos
animais infectados de ambos o0os sexos se observou a presenca de infiltrados
inflamatérios (Fig.6). Em relacdo aos esplendcitos dos animais infectados tanto dos
machos quantos das fémeas apresentaram desorganizacao histolégica (Fig.7).
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Determinac¢éo hormonal

As concentragcbes de estradiol foram dosadas no soro dos animais. Os niveis de
estradiol das fémeas infectadas apresentaram-se significativamente menores
guando comparadas com os niveis das fémeas controles (Fig. 8).
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Figura 5. Dosagem sérica de colesterol total, triglicerideos, LDL, HDL e VLDL.
Niveis de colesterol total (A), triglicerideos (B), LDL (C), HDL (D) e VLDL (E) dos animais
controles (CTL) e infectados (INF), de ambos os sexos, dosados com a utilizagdo de kits
comerciais para humanos por metodologia enzimatica e colorimétrica. Os resultados foram
expressos em meédia + erro padrdo da média. Os grupos foram comparados pelo teste de
Mann-Whitney. *p<0,05.
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Figura 6. Aspectos histolégicos do figado. Secgdes do figado dos animais machos (A e
B) e fémeas (E e F) grupo controle, e dos animais machos (C e D) e fémeas (G e H) grupo
infectados, corados com hematoxilina-eosina. Aumento 20X.
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Figura 7. Aspectos histoldgicos do bago. Sec¢bes do bago dos animais machos (A e B) e
fémeas (E e F) grupo controle, e dos animais machos (C e D) e fémeas (G e H) grupo
infectados, corados com hematoxilina-eosina. Aumento 20X.
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Figura 8. Dosagem de Estradiol. O estradiol dos animais de ambos 0s sexos controles
(CTL) e infectados (INF) foi dosado através da técnica de quimioluminescéncia. Os
resultados foram expressos em média + erro padrdo da média. Os grupos foram
comparados pelo teste de Mann-Whitney. *p<0,05.

4.4 Discusséao

Embora diversos estudos epidemioldgicos e experimentais indiquem importantes
diferencas entre sexos durante infec¢des, ainda ndo esta claro se essas distingdes
ocorrem durante a LV. Neste estudo, foram comparados hamsters machos e fémeas
experimentalmente infectados com L. infantum, principal espécie que causa LV no
Brasil. Os resultados indicam que mesmo controlando melhor a infeccdo, as fémeas
apresentam algumas alterages nos padrées bioquimicos.

O hamster é considerado um modelo experimental importante, devido a sua
susceptibilidade a infeccdo por diferentes espécies de Leishmania e do
desenvolvimento de sinais clinicos e patoldgicos semelhantes aos observados na
doengca humana e canina (MOREIRA et al., 2012). Muitas vezes revelam varios
sinais clinicos da progressdo da LV como, hipergamaglobulinemia,
hepatoesplenomegalia, anemia, caquexia e imunodepressdo (NIETO et al., 2011).
Uma vez que, o resultado da infeccdo experimental é dependente do nimero de
parasitas inoculados e da rota de inoculagdo (GOMES, 2008; NIETO, 2011; ROLAO,
2004), as diferencas entre nossos resultados e os descritos na literatura podem ser
devido ao baixo nimero de parasitas inoculados (5 x 10°) ou ao periodo de tempo
em que os animais foram avaliados (5 meses). A rota da infeccdo utilizada foi a

intradérmica, porque é a que mais se assemelha a infeccdo natural (AHMED et al.,
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2003). Outro estudo com hamsters machos infectados com L. infantum através da
injecdo cardiaca foi evidenciado esplenomegalia acentuada em todos os animais
infectados, independentemente da dose administrada, no periodo de 155 dias pés-
infeccdo (DEA-AYUELA et al., 2007).

Os animais desenvolveram-se normalmente apdés a Infecgdo intradérmica com
leishmania, ndo apresentando redugdes no peso corporal, como era o esperado,
visto que outros autores utilizando o mesmo modelo experimental descrevem tais
alteracdes. Serafim e col., em estudo com camundongos infectados com L. chagasi,
ndo detectaram diferencas no peso dos animais, que foram avaliados até 28 dias
pos-infeccdo (SERAFIM et al., 2010). No entanto, estudo com hamsters inoculados
com L. donovani, foi observado diferengcas dos mecanismos efetores da doenca
guando comparados aos camundongos. Os hamsters que tiveram o peso avaliado
(para analise da evolucao clinica patoldgica), apés 56 dias da inoculagdo foram
observados que os animais infectados perderam 18% do seu peso corporal em
relacdo aos controles (MELBY et al., 2001).

Em relacdo ao peso do bago e do figado dos animais, nossos resultados
assemelham-se aos encontrados na literatura. Em hamsters infectados com L.
infantum foi observado que o peso do figado ndo apresentou diferenca entre os
grupos infectados e controles. Um aumento significativo foi observado no peso do
figado dos animais infectados por L. donovani (ASLAN et al., 2013). Isso pode ter
ocorrido porque os parasitas replicam-se no figado, baco e medula 6ssea. E
eventualmente, causam a morte do hospedeiro (WILSON et al., 2005). No entanto,
estudo realizado em camundongos demonstrou a diferenga no curso da infec¢éo do
figado e do baco sugerindo a importancia da interacdo dos macrofagos e ou
linfocitos no local especifico na progresséo da L. infantum (SULAHIAN et al., 1997).
Nos modelos experimentais de leishmanioses, utilizando-se camundongos ou
hamsters, os estudos mostram que camundongos machos BALB/c e DBA/2 s&o
mais susceptiveis que fémeas para infec¢ao sistémica com L. major (SATOSKAR et
al., 1998). Em outro estudo foi avaliado a influéncia do sexo na LC, foi observado
gue a infeccdo cutanea de hamsters com L. (V.) panamensis ou L. (V.) guyanensis
0s machos apresentaram maior tamanho da lesédo e gravidade, um aumento da taxa
de disseminacdo para locais distantes das lesdes cutdneas e uma maior carga
parasitaria no linfonodo drenante ocorreu nas fémeas (TRAVI et al., 2002). No

modelo de LV de hamsters machos infectados com L. donovani, demonstrou que
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esses animais sdo mais susceptiveis & doenca e tém maior carga parasitaria do que
os homologos fémeas (ANURADHA et al.,1990).

O aumento do parasitismo esplénico e hepatico foi demonstrado em um estudo que
utilizou hamster experimentalmente infectado por L. infantum através da injecao
intraperitoneal apés 32 semanas de infec¢do com as formas infecciosas amastigotas
e promastigotas a carga parasitaria aumentou com o tempo de infec¢do (RICA-
CAPELA et al., 2003).

Os hamsters infectados apresentaram alteragdes histopatoldgicas no figado e bago
e essas sdo mais significativas nas fémeas. As alteracBes observadas foram
infiltrado inflamatério no figado, e no baco uma desorganizagdo histoldgica. As
alteracbes patologicas significativas nos hepatdcitos consistem em ruptura do
sistema de endomembranas, alteracdes do compartimento peroxissomal e
mudancas na distribuicdo de glicogénio hepatico, tais alteragBes ocorrem na
infeccdo crbnica de hamsters infectados com L. donovani (VIANNA et al., 2002).
Outras alteragBes histopatoldgicas foram evidenciadas em estudo com hamster
infectados com L. infantum apés 32 semanas de infec¢do. A hipoplasia revelada na
polpa branca do baco e do figado mostrou uma infiltracdo de células inflamatérias
periportal e pequenos granulomas (RICA-CAPELA et al., 2003). Em camundongos o
figado é o local de infeccao aguda e de resolucdo, enquanto que a infec¢éo crbnica
se estabelece no baco e na medula 6ssea (FALEIRO et al., 2014).

As fémeas apresentaram alteracdes histoldégicas do figado mais acentuadas, isto
podem estar relacionadas com as alteracdes bioguimicas encontradas. Os dados
obtidos sdo semelhantes aos descritos na literatura. Alguns autores tém relatado
alteracBes nas concentragdes plasmaticas e composicao de lipidios e lipoproteinas,
como a hipertrigliceridemia, sendo também associadas com a diminui¢cdo do HDL e
0s niveis do colesterol (SECMEER et al., 2006). Uma vez que as lipoproteinas
plasmaticas sao veiculos lipidicos, pode-se esperar que a interacao de proteinas de
fase aguda com lipoproteinas poderia ter consequéncias metabdlicas importantes
durante a doenca aguda. Diversos estudos relataram variacdo na composicao de
lipidios em condi¢des que possam promover uma resposta de fase aguda, tais como
infeccdes microbiana e parasitaria (ERDEVE et al., 2004). Se¢cmeer e col., avaliaram
o perfil lipidico plasmético de criangas com LV e observaram concentra¢des de HDL
no plasma, antes do tratamento, significativamente baixas, enquanto que 0s niveis

plasmaticos de triglicérides estavam significativamente aumentados (SECMEER et
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al., 2006). Outro relato de caso de um paciente do sexo masculino, de 36 anos de
idade, com LV que apresentava marcada hipocolesterolemia, leve
hipertrigliceridemia, niveis séricos de HDL e LDL severamente diminuidos
(LIBEROPOULOS et al., 2002). Em outro estudo, realizado no Brasil em pacientes
com LV aguda, foram encontrados niveis elevados de triglicérides e VLDL e niveis
diminuidos de colesterol total, LDL e HDL (SOARES et al., 2010). Sendo que, a
hipertrigliceridemia em LV pode ser causada por atividade da lipoproteina lipase
hepatica diminuida, resultando em retardamento da lipoproteina de muito baixa
densidade a VLDL (ERDEVE et al., 2004). Sequestro e ou degradacdo de
lipoproteinas podem ocorrer no baco e no figado aumentados. Na leishmaniose, a
ligacdo entre o HDL e o parasita, pode refletir sequestro de HDL nos tecidos onde o
parasita se acumula. Um dos mediadores responsavel pela atividade prejudicada da
lipase é o TNF, que é elevado em infecgdes crénicas parasitarias (LIBEROPOULOS
et al., 2002).

As diferencas entre machos e fémeas observadas na carga parasitaria, tamanho do
baco, histologia e em parametros bioquimicos pode ser decorrente da acao de
hormdnios esteroides, como a testosterona e o estradiol, entre outros, no
desenvolvimento do sistema imunolégico e em suas respostas efetoras. Neste
estudo, foi detectada uma diminuicdo nos niveis de estradiol nas fémeas infectadas,
gue poderia estar relacionada com as alteracBes descritas acima. O estradiol
apresenta importantes acdes imunorregulatérias e niveis elevados deste horménio
estdo relacionados a uma maior lesdo e a dose de antimoniato de N-metilglucamina
necessaria no tratamento de pacientes com LCL (BACCAN et al.,2011).

A determinacdo de diferencas entre os sexos nas respostas as infeccbes é de
fundamental importancia na escolha da melhor abordagem terapéutica para o
tratamento das enfermidades, incluindo as leishmanioses. Neste estudo,
descrevemos, pela primeira vez, diferencas entre machos e fémeas durante a LV
experimental causada pela L. Infantum. Entretanto, novos estudos sdo necessarios

para avaliar melhor os mecanismos envolvidos nas diferencas observadas.
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