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RESUMO

A esquistossomose, doenga causada pelo parasito Schistosoma mansoni, é um problema
de saude mundial. A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sisttmica humana,
causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis, e pode coinfectar o hospedeiro
portador de S. mansoni. Na confec¢do por S. mansoni, o sistema imune do hospedeiro
pode estar suprimido, 0 que acarreta uma defesa insuficiente para eliminacdo de outros
microrganismos. Até 0 momento, existem poucos trabalhos que descrevem a evolucdo da
esquistossomose e da paracoccidioidomicose em casos de coinfeccdo. Além disto, devido
a correntes migratérias, individuos de areas endémicas para esquistossomose podem se
instalar em areas endémicas para PCM e vice versa. Considerando estes antecedentes,
este trabalho teve como objetivo analisar aspectos histopatoldgicos e imunoldgicos do
desenvolvimento do granuloma esquistossomoético durante a coinfeccdo Para isto,
camundongos Swiss fémeas foram separados em 4 grupos para fase aguda e 4 grupos
para fase cronica, com 10 animais em cada: controle néo infectado - CNI, infectado com
S. mansoni - Sm, infectado com P. brasiliensis - Pb, coinfectado - Sm+Pb, ambos em fase
cronica, e coinfectados sendo Sm fase crbnica e Pb fase aguda - Sm(c)+Pb(a). Os
camundongos foram necropsiados ap6s 50 (fase aguda) e 120 dias (fase cronica) para
analise quanto ao peso, sobrevida, desenvolvimento do granuloma e producdo de
citocinas. Em relacdo ao peso, observou-se que ndo houve alteracbes no peso dos
camundongo apods 50 dias. Ja para a fase cronica, foi observado ganho significativo de
peso no grupo Pb. Para a sobrevida, em fase aguda, observou-se 10% de Gbitos no grupo
Sm. Ja para fase cronica, 50% de 6bitos para o grupo Sm, 60% do grupo Sm+Pb e 50%
do grupo Sm(c)+Pb(a) foram observados ao final do experimento. A ocorréncia da
coinfeccdo foi evidenciada a partir da visualizacdo de granulomas no figado e no pulmao,
e a presenca de fungo no epiplon. A contagem de granulomas no figado (fase aguda e
cronica) e pulméo (fase crénica), ndo apresentou diferencas significativas. Em relagéo ao
didmetro dos granulomas no figado em fase aguda, estes foram significativamente
maiores no grupo Sm (0,08+0,05 mm?) quando comparado ao grupo Sm+Pb
(0,06+0,05mm?). Na fase crbnica, o diametro foi significativamente maior quando
comparados os grupos Sm+Pb (0,03+0,01mm?) ao Sm(c)+Pb(a) (0,02+0,01mm?). Em

relacdo ao pulmdo, houve diferengas significativas elevadas quando comparados o0s



grupos Sm  (0,01+0,009mm?2) com Sm+Pb (0,03+0,01mm2) e Sm(C)+Pb(A)
(0,03+£0,02mm?). Foram evidenciadas células mononucleares e polimorfonucleares nos
granulomas de figado e pulmdo em todos os grupos estudados, tanto em fase aguda e
crénica. Em fase aguda, a contagem de eosindfilos e neutrofilos ndo obteve diferencas
significativas em relacéo aos tipos celulares, apesar de um nimero maior de neutrofilos
serem observados no grupo Sm+Pb (7,82+5,95). Na fase cronica, verificamos que no
grupo Sm houve um predominio significativo de eosinéfilos (17,34+6,71), enquanto nos
grupos Sm+Pb e Sm(c)+Pb(a) o predominio foi de neutrofilos (18,82+8,18 e 12,72+4,44,
respectivamente). No pulmé&o, ndo houve diferenca em relagdo ao nimero de eosinofilos
presentes nos granulomas, ja o namero de neutréfilos no grupo Sm(c)+Pb(a) (2,66+2,71)
que foi significativamente menor em comparagdo aos grupos Sm (9,62+7,76) e Sm+Pb
(8,06+5,40). Os resultados da analise de citocinas nos diferentes grupos mostram um
aumento significativo de IFN-y nos grupos Sm (8,05£3,52ng/ml) e Pb
(10,40£3,549ng/ml) em relacdo ao CNI (1,14+0,48 ng/ml). A citocina IL-2 apresentou
niveis significativamente mais elevados nos grupos Sm (6,71+1,50ng/ml), Pb
(10,40+£3,54ng/ml) e Sm+Pb (7,32+2,93ng/ml), quando comparados ao grupo CNI (2,01+
0,39ng/ml). Para IL-4, houve diferencas significativas elevadas entre os grupo Sm
(10,45£3,67ng/ml) quando comparados ao grupo CNI (0,85+0,15ng/ml). Para IL-5,
diferencas significativas foram encontradas nos grupos Sm (3,91+0,61ng/ml), Pb
(3,98+1,76 ng/ml) e Sm+Pb (4,28+2,22ng/ml), quando comparados ao CNI
(0,67+0,21ng/ml). Em fase cronica, foram observados niveis significativamente elevados
de IFN-y no grupo Sm (10,45 3,67ng/ml) comparado ao CNI (1,14+0,48ng/ml). Para IL-
2, houve diferencas significativas elevadas nos grupos Sm (7,90+3,16ng/ml) e Pb
(7,54+1,41ng/ml), quando comparados ao CNI (2,01+£0,39ng/ml). Para IL-4 e IL-5,
diferencas significativas elevadas foram observadas para o grupo Sm (8,46+3,71ng/ml e
4,47+1,88ng/ml, respectivamente) quando comparados ao CNI (0,85+0,15ng/ml e 0,67+
0,21 ng/ml, respectivamente). Em relacdo a MIP-2, ndo foram observados diferencas
significativas entre os grupos, tanto para fase aguda e cronica. Sendo assim, os dados
sugerem que a coinfecgéo por P. brasiliensis pode influenciar na composicédo celular dos

granulomas esquistossomaticos e nos niveis de citocinas.

Palavras-chave: Esquistossomose. Paracoccidioidomicose. Granuloma.



ABSTRACT

Schistosomiasis, also known as snail fever, a disease caused by the parasite Schistosoma
mansoni, is a worldwide health issue. Paracoccidioidomycosis (PCM) is a human
systemic mycosis caused by the fungus Paracoccidioides brasiliensis and it may coinfect
the bearing host of S. mansoni. In the coinfection by S. mansoni, the host immune system
may be suppressed which results in an insufficient defense in order to obliterate other
microorganisms. There are few studies so far describing the evolution of schistosomiasis
and paracoccidioidomyecosis in the case of coinfection. Furthermore, due to migration,
people from schistosomiasis endemic areas may settle down in PCM endemic areas and
vice versa. Considering the given background, this study had as main goal the analysis of
histopathological and immunological aspects of the development of schistosomotic
granuloma under the coinfection. Thereunto, Swiss female mice were separated in four
groups for acute phase and five groups for chronic phase containing ten animals each:
control not infected - CNI, infected with S. mansoni - Sm, infected with P. brasiliensis -
Pb, coinfected — Sm+Pb, both in chronic phase, and coinfected Sm in chronic phase and
Pb in acute phase — Sm(c)+Pb(a). The mice were necropsied after 50 days (acute phase)
and 120 days (chronic phase) for analysis concerning their weight, survival rate,
granuloma development and cytokine production. Regarding the weight, it was observed
the Pb group had gained significantly weight (26,23+5,36g). Concerning the survival rate,
in acute phase, it was observed 10% of deaths in the Sm group; as for the chronic phase,
50% of deceased for Sm group, 60% for Sm+Pb group and 50% for Sm(c)+Pb(a) by the
end of the experiment. The coinfection occurrence was demonstrated by granuloma
visualization in the liver and lung, and presence of the fungus in the omentum. The
granuloma count in the liver (acute and chronic phases) and lung (chronic phase) did not
display any meaningful differences. Regarding the diameter of the granulomas in the liver
in acute phase, it was meaningfully bigger than Sm group (0,08£0,05 mm?2) when
compared to Sm+Pb group (0,06+0,05mm?). In the chronic phase, the diameter was quite
bigger when compared to Sm+Pb (0,03+0,01mm?) and Sm(c)+Pb(a) (0,02+0,01mm?)
groups. Toward the lung , there were high significant differences when compared Sm
groups (0.01 £ 0,009mm?2) with Sm+Pb (0.03 + 0,0lmm?2 ) and Sm(C)+Pb(A) (0.03 £
0,02mm?2) .Mononuclear and polymorphnuclear cells of liver and lung granulomas were

evidenced in all groups both in acute and chronic phases. In acute phase, the eosinophil



and neutrophils counts did not have meaningful distinctions regarding the cell types,
although a bigger number of neutrophils were observed in Sm+Pb group (7,8215,95). In
chronic phase, it was verified a distinguished prevalence of eosinophils (17,3446,71) in
Sm group, whilst Sm+Pb and Sm(c)+Pb(a) groups neutrophils prevailed (18,82+8,18 e
12,72+4,44, respectively). In the lung, there were not any differences in regard of
eosinophil number in granulomas, while the number of neutrophils in Sm(c)+Pb(a) group
(2,66+2,71) was really smaller than Sm (9,62+7,76) and Sm+Pb (8,06+5,40) groups. The
results of cytokine analysis from those different groups display a distinguished
augmentation of IFN-y in Sm (8,05£3,52ng/ml) and Pb (10,40+3,549ng/ml) groups
regarding the CNI (1,14+0,48 ng/ml), however this increase observed in Sm+Pb group
(4,96£1,73ng/ml) wasn’t meaningful at all. The cytokine IL-2 displayed notably higher
levels in Sm (6,71£1,50ng/ml), Pb (10,40 3,54tng/ml) and Sm+Pb groups
(7,32£2,93ng/ml) when compared to CNI (2,01+ 0,39ng/ml). As for IL-4, there were
expressive high differences between Sm (10,45+3,67ng/ml), Pb (3,98+1,76 ng/ml) and
Sm+Pb groups (4,28+2,22ng/ml) regarding CNI (0,67%0,21ng/ml). For IL-5, significant
differences were found in groups Sm (3.91 £+ 0,61ng / ml), Pb (3.98 + 1.76 ng / ml) and
Sm + Pb (4.28 = 2,22ng / ml) compared to the CNI (0.67 £ 0,21ng / ml). In chronic
phase, it was observed denoting high levels of IFN-y in Sm group (10,45 3,67ng/ml)
when compared to CNI (1,14+0,48ng/ml). Concerning IL-2, there were compelling
differences from Sm (7,90+3,16ng/ml) and Pb groups (7,54+1,41ng/ml), in regard of CNI
(2,01+0,39ng/ml). As for IL-4 and IL-5, expressively high distinctions were observed in
Sm (8,46+3,71ng/ml and 4,47+1,88ng/ml, respectively) concerning CNI (0,85%0,15ng/ml
and 0,67+ 0,21 ng/ml, respectively). Regarding MIP-2, it was not observed any important
differences among the groups as for the acute or chronic phases, nevertheless these
display higher levels in acute phase rather than in chronic phase. Thus, the data suggest
the coinfection by P. brasiliensis may affect the cellular composition from schistosomotic
granulomas and cytokine levels.

Keywords: Schistosomiasis. Paracoccidioidomycosis. Granuloma.
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1 INTRODUGCAO

A esquistossomose é uma doenga que afeta milhGes de pessoas em vérias regides
do mundo, regides estas que muita das vezes sdao endémicas para outras doencas, 0 que
torna o estudo da associacdo da esquistossomose com outras doencas de extrema
importancia. E sabido que a infeccdo pelo S. mansoni leva a modulagdo da resposta
imune, em sua fase cronica, que pode agravar outras doengas. Desta forma, este trabalho
ird confrontar dois agentes infecciosos com respostas imunologicas antagbnicas,
objetivando esclarecer a interferéncia da coinfeccdo no desenvolvimento do granuloma
esquistossomotico, no que diz respeito a suas fases evolutivas e composicgéo celular e no
perfil de citocinas classicas das respostas Thl e Th2, o que caracteriza uma abordagem

inédita.

1.1 Esquistossomose

A esquistossomose, doenca infecciosa parasitaria causada pelo trematddeo
Schistosoma mansoni, apresenta o0 homem como principal reservatorio, e um caramujo
sendo o hospedeiro intermediario. A doenca afeta mais de 200 milhGes de pessoas em
mais de 74 paises, sendo de extrema importancia seus estudos (RICHTER et al., 2015).
No Brasil, a doenca é relatada em 18 estados e no Distrito Federal, sendo que a presenca
de moluscos transmissores é o fator determinante para a transmissdo da doenca.
Aproximadamente 25 milhdes de pessoas vivem em areas de risco para contrair a doenca,
principalmente as de zona rural, pois estdo proximas a colecBes de aguas que podem
conter o caramujo (BRASIL, 2009). Os estados das regides Nordeste, Sudeste e Centro-
oeste sdo 0s mais afetados, e sua prevaléncia, em certas regides do Brasil, vai de 8 a 27%
(PALMEIRA et al., 2010). Nestes estados, ocorrem fluxos migratorios de pessoas
infectadas para areas ndo endémicas do pais, o que justifica a implementacdo de um
sistema de vigilancia epidemioldgica para o controle e prevencdo (BRASIL, 2009).

A doenca inicialmente pode ser assintomatica, podendo atingir condi¢des clinicas
muito graves (BRASIL, 2009). Cinco espécies de esquistossomose podem infectar o

homem: Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum, Schistosoma mekongi,
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Schistosoma intercalatum, e Schistosoma haematobium. A ocorréncia da doenca esta
ligada as regides tropicais e subtropicais, afetando principalmente faixas mais pobres da
populacdo devido as condicOes ineficientes de saneamento basico, somada a falta de
informacdo por parte das autoridades em educar a populacdo, e o préprio descaso da
salide publica, muitas vezes negligenciando o acesso a populacdo ao saneamento bésico,
que pode levar milhdes de pessoas a se contaminarem, e resultando até mesmo em morte,
caso ndo tratada (HOTEZ; FENWICK, 2009; LENGELER et al., 2002).

A infeccdo pelo S. mansoni pode se desenvolver como uma forma aguda ou como
uma doenca cronica, quando ndo tratada. Na fase aguda, os sintomas mais frequentes séo
febre, tosse, diarreia e anorexia, que sdo considerados inespecificos (COLLEY et al.,
2014). Essa forma também é caracterizada pela presenca de numerosos granulomas que
ocorrem principalmente no figado, mas podem ocorrer em outros érgdos, como pulméo e
baco (LAMBERTUCCI, 2010). J& em fase cronica, muita das vezes, o individuo é
assintomatico, e as formas graves ou avancadas estdo geralmente relacionadas a areas
endémicas especificas (ANDRADE, 2008; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2002).

A esquistossomose tem o segundo lugar, entre as doencas tropicais, sendo de
grande importancia e atengdo da salde publica, pois é uma enteroparasitose de elevada
prevaléncia, e morbidade nos centros urbanos e rurais (WHO, 2006).

1.2 Ciclo evolutivo do Schistosoma mansoni

O S. mansoni apresenta um complexo ciclo de vida, passando de um molusco
como hospedeiro intermediario, ao ser humano, como hospedeiro definitivo. O
hospedeiro infectado (homem) elimina os ovos do S. mansoni por meio das fezes, e ao
entrar em contato com a agua, o miracidio eclode do ovo, e esta larva ciliada, infecta o
hospedeiro intermediario (caramujo). No Brasil existem trés espécies de caramujo que
participam da transmissdo da doenca: Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea e
Biomphalaria tenagophila. Em um periodo de quatro a seis semanas, a larva miracidio se
desenvolve passando pelo estadio de esporocisto, e ao final do desenvolvimento, é

liberada pelo caramujo, como cercaria (COLLEY et al., 2014). Esta fica livre pelas aguas
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superficiais e infectam o hospedeiro definitivo por meio da penetracdo na pele ou na
mucosa, onde perdem suas caudas e se modificam em esquistossomulos.

Os esquistossomulos caem na corrente sanguinea, e seguem em direcdo ao
coracdo e pulm&o. Apds um periodo, sdo lancados por meio da circulagcdo sanguinea para
diversos 6rgdos, porém o figado é o local preferido para a maturacdo do parasita, que
atinge sua forma adulta no intestino. E neste local, macho e fémea se acasalam, e esta
inicia a postura de ovos (as fémeas chegam a produzir cerca de 300 ovos por dia, 0s quais
sdo levados para a circulacdo mesentérica). Parte dos ovos fica retido nos tecidos, e
outros alcangam a luz do intestino, e sdo langados no ambiente juntamente com as fezes,
recomecando seu ciclo (ANDRADE, 2008; BRASIL, 2009,).

1.3 Granuloma

Os ovos do S. mansoni dentro do organismo do hospedeiro sdo altamente viaveis e
metabolicamente ativos. Os ovos que ficam aderidos aos vasos sanguineos e em tecidos,
comumente do figado e intestino, induzem uma inflamagéo resultando em uma resposta
granulomatosa, podendo causar morbidade e mortalidade associada a doenca
(DEFRANCO et al., 2007).

No decorrer da esquistossomose, surge a doenca granulomatosa. ApoOs o0
acasalamento, os vermes adultos alojam-se em vasos mesentéricos, local em que a fémea
deposita seus ovos. Parte destes € eliminada no lumen intestinal, porém, uma parte fica
retida em outros 6rgdos, o que leva a uma reacdo inflamatéria do tipo granulomatosa
(MELO; ZECH, 2005). O granuloma esquistossomotico é uma estrutura dinamica que
tem inicio, meio e fim, caracterizando morfologicamente fases de amadurecimento e de
involugdo. Lenzi e col. (2008) demonstraram que o granuloma esquistossomotico satisfaz
as seguintes caracteristicas de sistemas complexos: dinamismo; reconstrucdo e
irreversibilidade; homeostasia e auto-organizagdo. A composicao celular em granulomas
esquistossomoticos hepaticos se da pela migracdo de células mononucleares, tais como,
monocitos e macrofagos, células epitelioides, células gigantes e linfécitos (T, B, NK);
células polimorfonucleares, tais como, eosindfilos, neutréfilos e mastocitos; além de
fibroblastos e miofibroblastos. A partir de uma fase inicial desordenada, as células

comecam a arranjar-se em agregados selecionados, formando agregados hierarquicos, a
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partir de uma desordem inicial (fase pré-granulomatosa), que envolve a participacao de
moléculas de adesdo celular, como integrinas, selectinas, imunoglobulinas, caderina,
ocludinas, conexinas, entre outras moléculas. Na fase madura do granuloma, chamada
fase exsudativa-produtiva, caracterizada por um grande numero de células migrantes
(componente exsudativo) e locais (fibroblastos e miofibroblastos), que produzem varios
componentes da matriz extracelular, o granuloma mostra um arranjo em trés zonas
distintas: central, para-central e periférica (LENZI; ROMANHA, 2008).

A larva presente no ovo do S. mansoni e o verme adulto liberam antigenos que
estimulam o sistema imune do hospedeiro definitivo (PESSOA; MARTINS, 1988)
resultando em uma imunopatologia associada a exacerbacdo da resposta imune ao redor
dos ovos (ABBAS et al., 1996). Estudos realizados em animais demonstraram que a
resposta ao redor dos granulomas esquistossomotico desenvolve-se em cinco estagios
patologicos, que se inicia com reatividade fraca no recrutamento celular, passando para
fase exsudativa (intenso recrutamento de células), exsudativo-produtivo (h& um acimulo
de células polimorfonucleares - neutréfilos e eosinofilos - e células mononucleares —
linfécitos e mondcitos - circundando o ovo), estagio produtivo e finalizando em estagio
de involugdo (com producdo de fibrécitos ao redor do granuloma), com histidcitos e
celulas epitelidides na periferia que substituem a zona leucocitaria (HURST;
WILLINGHAM; LINDBERG, 2000).

O ovo de S. mansoni comeca a se degenerar e desintegrar no estagio produtivo, e
fibrocitos e fibras de colageno sdo observados em maior concentracdo. Células
mononucleares como linfécitos, histidcitos, e algumas células polimorfonucleares como
eosinofilos formam uma camada adicional na periferia da lesdo. Ha uma queda geral do
numero de células, e fibrocitos e fibras colagenas se tornam predominantes no local.
Quando atinge o estagio involutivo, os granulomas possuem tamanho muito reduzido e
exibem fibras colagenas, levando a calcificagdo dos ovos, com sua destruicdo.
(STEINBERG, 1996).

1.4 Resposta imunologica

Ao longo da infeccdo, ocorre uma resposta imune inicial Thl, sendo substituida

por uma resposta Th2 ap6s a oviposi¢cdo (PEARCE, 1991). As células Thl sdo produtoras
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das citocinas IL-1, IL-2 e IFN-y, que estimulam um processo inflamatorio e ativam
principalmente macrofagos. Com os parasitas chegando a fase adulta, com fémea
albergada ao macho com acasalamento, e inicio da postura dos ovos (entre 5 e 6
semanas), ha atenuacdo da resposta Thl e aumento de uma resposta do tipo Th2, com
producdo das citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, ativando principalmente as células B,
estimulando a producgéo de anticorpos (CHUAH et al., 2014; MOSMANN; COFFMAN,
1989).

Na fase aguda da esquistossomose sdo reconhecidos dois periodos evolutivos com
manifestagdes clinicas bem distintas: o pré-patente (fase evolutiva pré-postural) e o pds-
patente (fase evolutiva pds-postural). O periodo pré-patente ocorre, em média de trinta a
sessenta dias ap6s a infec¢do, quando ainda ndo had a postura de ovos pelas fémeas
(SILVA et al., 2008), ja o pos-patente, que ocorre quando ha deteccdo de ovos nas fezes,
e se inicia em torno de 45 a 90 dias de infeccdo. Durante o periodo pré-patente a resposta
imune € primeiramente do tipo Thl estimulada por produtos excretados e secretados
provenientes de esquistossomulos e de vermes adultos presentes no figado e nas veias
mesentéricas (PEARCE et al., 2004). A resposta imune adaptativa durante a fase pré-
patente, tem como caracteristica uma alta producdo das citocinas IFN-y, IL-2, e de
quimiocinas como a MIP-2, e uma menor producdo de IL-4 e IL-5, ao contrério do que é
observado durante a fase crbnica da esquistossomose, a qual é caracterizada por uma
baixa producéo de IFN-y e um aumento da produgao das citocinas da resposta imune Th2,
como a IL-4 e IL-5 (JESUS et al., 2002).

Nas fases iniciais a resposta Thl contribui para a formacdo do granuloma agudo,
que continua seu desenvolvimento durante a resposta Th2 (STADECKER, 1999). Os
granulomas entdo se formam com a evolucdo da doenca da fase aguda para a fase
cronica, na qual diminuem o seu tamanho em funcdo do processo de imunomodulacéo
(WYNN et al., 1998). Nessa fase as células TCD4" secretam citocinas que promovem a
regulacdo do granuloma.

A resposta granulomatosa dos ovos é essencialmente comandada por células T
CD4". Porém, as células T CD8", células B e macréfagos também desempenham uma
funcéo reguladora durante a formacéo do granuloma (FALLON et al., 1998; HERBERT
et al., 2004; JANKOVIC et al., 1998;). Além disso, existem células T reguladores que
atuam na reducgéo da formacéo de granulomas impedindo ou reduzindo a proliferacéo
celular (STAVITSKY, 2004).
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Apos a infecgdo, durante a migracao de parasitas imaturos, a resposta imunologica
é a Th2, com eosinofilia e hiperimunoglobulinemia, com estimulo a liberacdo de
mediadores como a histamina e leucotrienos. Ao longo da infeccdo, apds
aproximadamente 120 dias, a resposta imunolodgica inicialmente Thl, é substituida pela
Th2 apds a ovoposicdo, indicando a importancia que a IL 10 possui no controle do
processo inflamatério (PEARCE, 1991). Nos seres humanos a fase aguda é caracterizada
por uma doenca febril, que ocorre antes do aparecimento de ovos nas fezes. Na fase
crbnica, 0s ovos que estdo presos nos tecidos induzem a inflamacao granulomatosa que,
juntamente com a fibrose resultam na patologia da doencga que levam a lesdes vasculares
obstrutivas (HAMS et al., 2013).

1.5 Coinfecgéo experimental e humana com microrganismos

A palavra coinfeccéo esta relacionado ao organismo que sofre com duas ou mais
doencas ao mesmo tempo, e pode ser devido a helmintos, protozoérios, fungos, bactérias
e virus (BALMER; TANNER, 2011). As coinfecc¢des irdo manifestar de forma distinta ou
somatica, debilitando ainda mais o hospedeiro. Os hospedeiros estardo sujeitos a carga
parasitaria que os contaminardo, de forma que serdo dependentes de fatores extrinsecos,
tais como efeitos sazonais e temporais, assim como efeitos intrinsecos, como idade, sexo
e 0 proprio sistema imune do hospedeiro (BEHNKE et al., 2005).

Quando um segundo parasita coabita junto a outro invasor, e induz uma resposta
do sistema imune, pode levar a uma resisténcia reduzida do hospedeiro, com um aumento
de suscetibilidade a ambos parasitas, e desta forma, pode acarretar em prejuizos ainda
maiores aquele que alberga estes microrganismos (GRAHAN et al., 2007). As infeccdes
por helmintos ndo tratadas, promovem um processo crénico, estimulando uma resposta
humoral e celular, como € visto na esquistossomose (RICHTER et al., 2015).

Vérios sdo os estudos que relatam a coinfeccdo experimental (KNAPP, RICE,
2015, BLANK et al., 2016). Muitos sdo 0s microrganismos que podem coabitar um
hospedeiro, como bactérias, e em especial, enterobactérias. Os fatores de coinfec¢do com
estes microrganismos dependerdo da quantidade de bactérias, cepas, capacidade invasiva,
e determinante da interacdo entre o patdgeno-hospedeiro, a qual sofre influéncia do
sistema imunoldgico (MUNIZ-JUNQUEIRA et al., 2009).
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Em paises em desenvolvimento, como o0s paises africanos, sdo comuns
coinfeccOes entre malaria e outras helmintiases, como o Schistosoma mansoni (WHO,
2006). Parasitas intestinais, como os helmintos, podem afetar o desenvolvimento
cognitivo (MAZIGO, 2010), e junto a isto, em ocasifes em que regibes endémicas
propiciam coinfeccOes, pode haver a interacdo entre parasitas e fungos, havendo a
necessidade de estuda-los.

Ha trabalhos que relatam coinfeccdo por fungos e outros microrganismos
(RIGHETTO, 2014; TORRES-DAMA et al., 2015). A resposta para fungos é dada por
um perfil imunolégico Thl, em que ha a producdo de IFN-y, fundamental para o
recrutamento de macréfagos (GARCIA et al. 1997). Para helmintos, a resposta costuma
ser Th2 no decorrer da infeccdo, e ha relatos que a infec¢do com parasitas pode prejudicar
a resposta imune contra fungos (GEORGE et al., 2014).

O sistema imune dos hospedeiros é fundamental para eliminacdo dos invasores, e
é atraves do processo fagocitario que o hospedeiro consegue se defender dos patdgenos
(DALE; BOXER; LILES, 2008). Em fases cronicas para coinfec¢des, sugere-se que cerca
de 40% dos macrofagos tem dificuldades em fagocitar, e assim, ha déficit acentuado da
capacidade de destruicdo de microrganismos, que resulta em ativacdo continua do sistema
imune (MUNIZ-JUNQUEIRA et. al, 1996). As funcdes fagocitarias e microbicidas dos
macrofagos sdo fundamentais para a defesa do organismo. Os patdgenos que conseguem
escapar a esses mecanismos microbicidas tem certa vantagem, podendo sobreviver,
multiplicar-se e levar a alteracbes patoldgicas cronicas, e desta forma, alteracfes sdo

observadas no hospedeiro, e estas devem ser analisadas.

1.6 Coinfec¢bes com Schistosoma mansoni

Centros urbanos com areas que sdo endémicas para esquistossomose podem fazer
com que a populagédo sofra com infecgOes por mais de um parasita. As populagdes mais
pobres e desfavorecidas, com precario acesso ao saneamento basico, tem mais chances de
que doencas se espalhem rapidamente, 0 que torna importante a atencéo a saude destes
locais (WHO, 2006).

Diversas sdo as doengas que podem se instalar em uma pessoa ja infectada com S.

mansoni. No caso de platelmintos e nematelmintos, estes parasitas podem habitar seus
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hospedeiros por muitos anos. Assim, o sistema imune do hospedeiro pode estar
suprimido, que acarreta em uma defesa insuficiente para eliminagdo, ou o invasor pode
desenvolver mecanismos para escapar do sistema imune, e sobreviver as defesas do
hospedeiro (GRAHAN et al., 2007).

A resposta de modulacdo da resposta imune é o principal foco de estudo para o
entendimento das coinfec¢fes com outros microrganismos devido a supressdo da resposta
contra antigenos das doencas associadas (PEARCE et al. 2004). A modulacéo da resposta
imune em portadores de S. mansoni é devido a moléculas existentes no ovo (SEA, ou
antigeno sollvel do ovo) que tem capacidade de induzir IL-10 (molécula supressora), e
levar a expansao de células T regulatérias (PEARCE et al. 2004).

Com a atenuacdo da resposta imunoldgica devido ao S. mansoni, pode haver
alteracdo de mecanismos de defesa contra outros patdgenos. Pode-se esperar que a
esquistossomose tenha um potencial de reduzir as defesas do organismo, piorando
processos patoldgicos, sendo, importante o estudo das coinfeccdes (LENZI et al., 2008).

A regido do sul de Minas Gerais recebe anualmente um grande fluxo de migrantes
que se retiram de regides endémicas para a esquistossomose, para trabalhar nas lavouras.
No estado de Minas Gerais, Silva-Vergara e Martinez (1998) observaram elevada
prevaléncia de infecgdo por PCM em area agricola. Desta forma, uma coinfeccdo pode se
estabelecer, o que torna relevante o entendimento de ambas doencas quando atuam

concomitantemente.

1.7 Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sisttmica humana, causada pelo
fungo Paracoccidioides brasiliensis, que leva a uma doenca inflamatéria cronica
granulomatosa de ocorréncia em regiGes tropicais e subtropicais, sendo endémica na
América Latina (RAMOS, 2008). Sua principal ocorréncia ¢ no Brasil, considerado o
centro endémico dessa doenga, com maior incidéncia nas regides sudeste, centro-oeste e
sul (MALUF et al., 2003).

A PCM € endémica na América Latina, sendo o Brasil um dos paises com maiores
incidéncias, e tem a regido sudeste como estado com o maior nimero de diagnosticos.

Em estudos, acredita-se que a incidéncia é de 3 casos por 100 mil habitantes (BARROZO
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et al., 2009), sendo que de Carli e colaboradores (2015) citam que a
paracoccidioidomicose é frequentemente relacionada as Américas do Sul e Central, e
Bellissimo-Rodrigues et al. (2011) relatam que hé alta proporcéo de casos da micose no
Brasil.

A infeccdo geralmente ocorre durante a infancia ou na adolescéncia, sendo o
homem o hospedeiro acidental do fungo. As mulheres possuem uma prote¢do hormonal,
pois os fungos tém receptores para estrogenos que sdo capazes de bloquear a
transformacédo de micélios para a forma de leveduras. Adultos de 30 a 50 anos de idade
sdo 0s mais acometidos, sendo do sexo masculino em aproximadamente 90% dos casos.
Junto a isto, o uso de bebidas alcodlicas e cigarro sdo fatores agravantes que contribuem
para disseminacdo (FORTES et al., 2011). Inicialmente a infeccdo afeta os pulmdes
devido a inalacdo do P. brasiliensis, podendo disseminar-se por diversos 6rgdos e
sistemas promovendo lesdes nas mucosas, linfonodos, pele e glandulas adrenais. A
evolucdo da doenca ira depender da viruléncia do fungo, da quantidade de esporos
inalados e da integridade do hospedeiro. As manifestacfes clinicas da doenca geralmente
S0 sdo vistas durante a fase adulta, mesmo que o contato inicial com o fungo tenha sido
na infancia (BISINELLI, FERREIRA, 2002).

Caso ndo seja detectada rapidamente, ela pode ser disseminada para diversas
regides como bago, figado, linfonodos, ossos e medula 6ssea, sendo essa forma clinica
responsavel pelos altos indices de letalidade associados a PCM (FRANCO et al., 1987).
A forma cronica desenvolve-se nos pulmdes e progride lentamente, ocorrendo o
comprometimento pulmonar e tegumentar (cutaneo e/ou mucoso) (MARQUES;
CORTEZ; LASTORIA, 2007).

1.8 Resposta imune ao P. brasiliensis

No primeiro contato do homem com o fungo, a protecdo é devido a resposta
imune inata e adquirida, que sdo essenciais na resisténcia ao P. brasiliensis, mediadas por
células Thl que induzem a formacédo de granulomas. Porém, caso a resposta imune for
mediada por células Th2, ocorrerd uma incapacidade de reducdo do processo infeccioso
causado pelo fungo (PAGLIARI et al. 2003).
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Individuos saudaveis, quando entram em contato com P. brasiliensis podem
resolver a infeccdo no local do indculo a partir de resposta imune inata e do
desenvolvimento de resposta Th1l, com formacédo de granulomas densos. Quando hd uma
incapacidade no desenvolvimento dessa resposta, ha um desvio para outros padrbes de
resposta imune, como a Th2, que resulta em ineficiente contencdo da propagacdo da
infeccdo (PAGLIARI; SOTTO, 2003). Pacientes com a doenca em atividade apresentam
diminuicdo da resposta imune celular, o que caracteriza uma depressdo da sintese de
citocinas de padrédo Thl, como IL-2, IFN-y e IL-12, e aumento dos niveis de IL-4, IL-5 e
IL-10, caracteristicas do padrdo Th2 ndo protetor ao hospedeiro (BENARD et al., 2001).
Dentre 0s mecanismos utilizados na resposta imune os macrofagos e linfécitos T séo
muito importantes no processo inflamatorio durante a formacdo e modulacdo do
granuloma, através da producdo de citocinas e outros mediadores, sendo uma resposta
imune eficaz para limitar o fungo, impedindo sua multiplicacdo e proliferacdo pelos
tecidos (MARQUES et al., 2007).

A imunorregulacdo experimental na PCM esta associada a padrbes de resposta
regulados por células T helper do tipo Thl, Th2, Th17 e células T regulatérias CD4+
CD25+ (Treg). A defesa efetiva contra P. brasiliensis depende principalmente das células
Thl, e a resisténcia adquirida é governada por citocinas que ativam células T e
macrofagos. Nesse contexto, 0 TNF-a. ¢ o IFN-y possuem um papel particularmente
relevante (CALICH et al., 1998). Em camundongos resistentes inoculados com P.
brasiliensis verificou-se uma infeccdo caracterizada por ativacdo de macrofagos e
neutréfilos, e baixos niveis de anticorpos anti-P. brasiliensis. Esses animais inicialmente
apresentaram altos niveis de IFN-y e pequenas quantidades de citocinas do tipo 2 (IL-4,
IL-5 e IL-10). Nos camundongos susceptiveis foram encontrados niveis baixos de IFN-y
e producédo relativamente alta de IL-5 e IL-10. (KASHINO et al.,2000). Linfécitos de
camundongos resistentes produzem IL-12, IFN-y, IL-10, IL-4 e IL-5. Linfocitos de
camundongos susceptiveis secretam baixos niveis de IFN-y e IL-2. Animais resistentes
produzem IL-5 tardiamente, enquanto camundongos susceptiveis produzem picos de IL-5
(CALICH; KASHINO, 1998).

As células Th1l7 também tem papel fundamental na remocgédo de patdgenos que
ndo sdo eliminados por respostas Thl e Th2. Com producgdo de quimiocina e citocinas
inflamatorias, como IL-23 e IL-6, com inducdo de PMN, que s&o importantes no controle
de infeccgdes por fungos. Desta forma, a resposta humoral ndo é efetiva contra PCM. Com

elevada producdo de imunoglobulinas e citocinas (como IL-4 e IL-5), e este padréo de
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resposta € visto em hospedeiros com a forma mais grave do fungo, o que mostra que a
resposta Th2 ndo ¢ efetiva contra o fungo (MAMONI et al., 2002; OLIVEIRA, et., 2002).



26

2 OBJETIVOS

Aqui serdo listados o objetivo geral e os objetivos especificos.

2.1 Objetivos gerais

Analisar aspectos histopatologicos e imunologicos durante a coinfeccdo por

Schistosoma mansoni e Paracoccidioides brasiliensis em modelo murino.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da coinfeccdo de P. brasiliensis e S. mansoni no peso e sobrevida
dos camundongos.

Confirmar o estabelecimento das coinfec¢des de S. mansoni e P. brasiliensis a
partir da visualizagdo destes agentes no figado, pulmao e epiplon.

Quantificar o ndmero de granulomas presentes no figado e pulmd em
camundongos coinfectados por P. brasiliensis e S. mansoni.

Analisar o desenvolvimento do granuloma esquistossomoético, a partir do
tamanho, na coinfeccéo de P. brasiliensis e S. mansoni.

Analisar a composicao celular dos granulomas em camundongos na coinfec¢éo de
P. brasiliensis e S. mansoni.

Analisar o perfil de citocinas no soro de camundongos coinfectados com P.

brasiliensis e S. mansoni.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Tabela 1: Data de infecgdo, inoculacdo e necropsia dos camundongos.
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Dias 0 20 50 90 120
Controle ndo Necropsia Necropsia
infectado (n=10) Fase aguda Fase cronica
Grupo Schisto (A) - Infec¢io com Necropsia
somente S. mansoni S. mansoni Fase aguda
em fase aguda
(n=10)
Grupo Pb (A) - Inoculacéo Necropsia
somente P. com P. Fase aguda
brasiliensis em fase brasiliensis
aguda (n=10)
Grupo Schisto (A) +  Infecgdo com Inoculacéo Necropsia
Pb (A) - S. mansonie  S. mansoni com P. Fase aguda
P. brasiliensis em brasiliensis
fase aguda (n=10)
Grupo Schisto (C) - Infeccdo com Necropsia
somente S. mansoni S. mansoni Fase cronica
em fase cronica
(n=10)
Grupo Pb (C) - Inoculacéo Necropsia
somente P. com P. Fase cronica
brasiliensis em fase brasiliensis
crénica (n=10)
Grupo Schisto (C) +  Infecgdo com Inoculacéo Necropsia
Pb (C) - S. mansonie  S. mansoni com P. Fase crbnica
P. brasiliensis em brasiliensis

fase cronica (n=10)

Grupo Schisto (C) +
Pb (A) - S. mansoni
em fase crbnica e P.
brasiliensis em fase
aguda (n=10)

Infeccdo com
S. mansoni

Inoculagéo Necropsia
com P. Fase cronica
brasiliensis para S.
mansoni e
aguda para P.
brasiliensis

Fonte: Do autor

Legenda: (A): fase aguda; (C): fase cronica.
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3.2 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas Swiss do Biotério de animais do Centro de
Pesquisa René Rachou - FIOCRUZ, e infectados no Laboratorio de Esquistossomose da
referida instituicdo. Os camundongos infectados foram enviados e mantidos no Biotério
de experimentacdo do Departamento de Patologia e Parasitologia Basica da Universidade
Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), mantidos em salas com controle de temperatura, com
alimentos (racdo para roedores) e agua “ad libitum”. Para cada grupo, 10 animais foram
utilizados. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), e recebido o
registro n° 543/2013.

3.3 Infeccdo por Schistosoma mansoni

A infeccdo dos camundongos foi realizada através da inoculacdo de 25 cercarias
(cepa LE — isolada do paciente Luis Evangelista) por via subcutanea provenientes de
infecgdes rotineiras realizadas pelo Moluscério do CPgRR/FIOCRUZ. Para o célculo do
n® de cercéarias que foram inoculadas no camundongo: retirou-se 1 gota da solucéo de
agua desclorada contendo as cercarias (com pipeta de pasteur) e a colocou em uma
pequena placa de Petri, para que as cercarias fossem contadas. Cerca de 25 cercarias
foram inoculadas por camundongo, o qual foi exposto as cercarias para que houvesse

penetracdo das mesmas.

3.4 Inoculagdo com Paracococcidioides brasiliensis

Foi utilizado o isolado de P. brasilienses a cepa Pb18 (alta viruléncia) (SINGER-
VERMES et al., 1989) do Laboratério de Microbiologia e Imunologia da Universidade
Federal de Alfenas. Os fungos foram cultivados em meio de cultura de Fava Netto
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(FAVA NETTO, 1955) a 35° C por 7 dias. Apds esse tempo, as células foram lavadas
com solucdo salina estéril a 0,85% e uma suspensdo fungica foi obtida com concentracéo
de 5x10° células leveduriformes/ml, baseadas na contagem em hemocitrometro. A
viabilidade das celulas foi determinada pela coloracdo de Janus Green B vital dye, e
apenas a visualizagdo maior ou igual a 80% de células vidveis foram utilizados
(BERLINER, RECA, 1966). A inoculacdo nos camundongos foi feita por via

intraperitoneal.

3.5 Processamento histopatologico

Os animais de cada grupo foram anestesiados 50 e 120 dias ap0s a infeccdo por S.
mansoni e P. brasiliensis com Ketamina associada a Xilazina na proporcao de 1:1. Logo
em seguida, os 6rgaos figado, pulmao e epiplon - e este esticado ao ser retirado - foram
fixados em solucdo de paraformaldeido pH = 7,4 a 0,1 mol.

Os fragmentos dos orgdos foram processados (desidratados, diafanizados, e
incluidos em parafina). Os 6rgdos em parafina foram cortados em micrétomo rotativo a 5
micrometros de espessura, com 3 cortes semi-seriados. As laminas foram coradas pela
técnica de hematoxilina e eosina (para analise do granuloma esquistossomotico) e pela
técnica de Grocott, para analise da infeccao de P. brasiliensis (GROCOTT, 1955), e apés,

analisadas em microscopia de luz.

3.6 Captura de fotos, contagem e medigédo do didmetro de granulomas

Para obter imagens dos tecidos infectados utilizou-se do microscépio AxioCam
ICc3 da marca Zeiss acoplado ao programa AxioVision, com lentes de 20x, 40x e 100x,
selecionando dez campos aleatérios para cada lamina. Na contagem do numero de
granulomas, o tecido foi visualizado com a objetiva de 5x, e todos o0s granulomas

presentes nos cortes foram contados. P
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Os valores obtidos foram transferidos ao programa estatistico GraphPad-Prism 5
(Prism Software, Irvine, California, EUA).

3.7 Contagem diferencial de células que compdem o granuloma

A contagem de células foi realizada utilizando a objetiva de 100x, com o auxilio
da lente conhecida como reticulo de Weibel (WEIBEL; KISTLER; SCHERLE, 1966).
Este reticulo contem 50 linhas, e em cada extremidade da linha, um ponto, totalizando
100 pontos. Despreza-se a primeira linha e os primeiros pontos da primeira coluna. As
células que coincidem de cair em um ponto sao contadas, e desta forma, sdo contadas 85
células aleatoriamente. Na contagem foi realizada a diferenciacdo de células

polimorfonucleares e mononucleares, além da diferenciacéo de eosinofilos e neutrdfilos.

3.8 Sorologia - Dosagem das citocinas e quimiocina.

Os ensaios imunoenzimaticos de ELISA sanduiche foram realizados utilizando-se
0 soro dos animais da experimentacdo. Para o procedimento do ensaio foram utilizados
kits para deteccdo das citocinas IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5 e da quimiocina MIP-2
(Peprotech®).

A quantificagdo das citocinas presentes nas amostras foi determinada baseada na
densidade Optica obtida com a curva padrdo de concentragdes conhecidas das citocinas
recombinates, analisadas pelo software SOFTmax PRO 4.0 (CALDAS, 2014).

3.9 Anélise estatistica

Os resultados foram expresso como média e erro padrdo. A normalidade na
distribuicdo dos dados foi avaliada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Para trés

ou mais grupos, os dados paramétricos foram submetidos ao teste One-way ANOVA
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seguido pelo teste de Studant- Newman-Keuls para compara¢des multiplas. O teste de
Kruskal-Wallis foi utilizado comparar os dados ndo paramétricos. Para comparagdes
entre dois grupos foram utilizados os testes t Student para dados paramétricos ou
Wilcoxon-Mann-Whitney. O nivel de significancia dos testes foi estabelecido para 5%.

Resultados com valor de p<0,05 foram diferentes estatisticamente.
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4 RESULTADOS

Aqui serdo apresentados os resultados divididos por sua fase aguda e cronica.

4.1 Anélise do peso médio e sobrevida dos camundongos em fase aguda e cronica

Analise do peso de camundongos em fase aguda e cronica no periodo de 120 dias.

4.1.1 Ganho de peso

O peso foi obtido no inicio e final do experimento. A partir do exposto na figura
1, pode-se observar que durante o periodo de experimentacdo de 120 dias, o grupo CNI
ganhou peso (2,069), houve perda para o grupo Sm (-0,72g), ganho de peso no grupo Pb
(11,75g), perda de peso no grupo Sm+Pb (-5,34) e para o grupo Sm(c)+Pb(a) houve
pequeno ganho de peso (0,079Q).

14

12

10 +

8 -

E -

a4 N O-50
2 1 M 50-120
o -

-7 - CHI Sm Pb Sm Sm(c)+Pb(a)

_4 <

-6 -

g

Figura 1 - Peso médio dos camundongos infectado com S. mansoni, inoculados
com P. brasiliensis, e coinfectados S. mansoni e P. brasiliensis em
fase aguda a partir do dia O (inicio do experimento) ao dia 120 (final
do experimento).

Fonte: Do autor
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4.1.2 Sobrevivéncia

De acordo com a tabela 2, observa-se que o grupo Sm, em fase aguda, apresentou
10% de 6bitos ao final do experimento. Ao passo que nos outros grupos, ndo houve morte
de camundongos.

Observa-se que em fase cronica, a infeccdo por P. brasiliensis causou menor
morte dos camundongos durante o tempo de experimentacdo, sendo que foi observado
morte de camundongos nos grupos SMc (50% de sobrevida ao final do experimento),
SMc+PBc (50% de sobrevida ao final do experimento) e por altimo, no grupo SMc

+PBa, foi observado 40% de sobrevida ao final do experimento.

Tabela 2 - Anélise da sobrevida dos camundongos em fase aguda e cronica para camundongos infectados
com S. mansoni, P. brasiliensis, e coinfectados com S. mansoni e P. brasiliensis.

CNI SMa PBa SMa+PBa SMc PBc SMc+PBc SMc +PBa

Inicio (dia 0) 10 10 10 10 10 10 10 10
Sobrevida 10  9(10%) 10 10 10 10 10 10
(dia 50), n (%0)
Sobrevida - - - - 5(50%) 10 5(50%) 4(60%)

(dia 120), n (%)

Fonte: Do autor
Legenda: CNI — Controle ndo infectado; Sm — Schistosoma mansoni; Pb - Paracoccidioides brasiliensis; a
—agudo; ¢ - crénico

4.2 Analise do desenvolvimento do granuloma esquistossomético e dosagem de citocinas
em fase aguda

Na figura 2, observa-se no tecido hepético a presenca de granulomas de
camundongos infectados por S. mansoni e coinfectados por S. mansoni e P. brasiliensis
durante a fase aguda. Estes se apresentam em estagio produtivo, tipico de fase aguda.

N&o foi possivel evidenciar a presenca de fungos no tecido hepatico, tanto no

grupo Sm quanto Sm+Pb, assim como néo foi possivel ver granulomas de P. brasiliensis.
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S. mansoni S. mansoni + P. brasiliensis

Fase aguda

Figura 2 - Granulomas esquistossomaticos hepaticos em camundongos infectados por S. mansoni e
coinfectados com P. brasiliensis corados com Hematoxilina e Eosina. A - Granuloma do
grupo infectado por S. mansoni em fase aguda. Objetiva de 20x. B - Granuloma do grupo
coinfectado por S. mansoni e P. brasiliensis em fase aguda. Objetiva de 20x. C Granuloma
do grupo infectado por S. mansoni em fase aguda. Objetiva de 40x. D - Granuloma do grupo
infectado por S. mansoni e P. brasiliensis em fase aguda. Objetiva de 40x.

Fonte: Do autor

Na figura 3, observa-se o epiplon (ou omento) em sua arquitetura normal (3.A),
e em 3.B observa-se a presenca de infiltrado celular. Em 3.C observa-se alteracdo da
estrutura tecidual com presenca de fungos de P. brasiliensis e 10.D, observa-se a

presenca de ovo de S. mansoni sem infiltrado celular ao seu redor.
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Figura 3 -

Morfologia do epiplon em camundongos coinfectados por S. mansoni e P. brasiliensis,
corados com Grocott. A - Morfologia ndo alterada do epiplon com tecido preservado, sem
presenca de infiltrado celular ou outras altera¢des. Objetiva de 20x. B - Morfologia alterada
do epiplon com presenca de infiltrado celular. Objetiva de 20x. C - Presenca de células de

P. brasiliensis (indicado em seta amarela). Objetiva de 100x. D - Presenca de ovo de S.

mansoni (indicado em seta amarela). Objetiva de 100x.
Fonte: Do autor

4.2.1 Namero de granulomas

A figura 4 mostra o nimero de granulomas esquistossomoticos no tecido hepatico

de S. mansoni e coinfectados por S. mansoni e P. brasiliensis. Ndo houve diferenga
significativa no numero de granulomas entre 0s grupos.
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Fase aguda
201

151

N° de granulomas

Sm Sm+Pb

Figura 4 - Numero de granulomas no figado em fase aguda. Sm:
camundongos infectados por S. mansoni analisados
em fase aguda. Sm+Pb: camundongos infectados por
S. mansoni coinfectados por P. brasiliensis em fase
aguda. N&o houve diferengas significativas entre 0s
grupos.

Fonte: Do autor

4.2.2 Area do granuloma

No grupo de camundongos infectados por S. mansoni, os granulomas, em relagao

a area, apresentaram diferencgas significativas mais baixas quando comparados os grupos

Sm (0,08+0,05 mm?) ¢ Sm+Pb (0,06+0,05mm?).
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Fase aguda
0.15-

0.104

0.054

Area em mma?2

-

Sm Sm+Pb

Figura 5 - Area dos granulomas esquistossométicos no figado em
fase aguda. Sm: camundongos infectados por S.
mansoni analisados em fase aguda. Sm+Pb:
camundongos infectados por S. mansoni coinfectados
por P. brasiliensis em fase aguda. *** representa
diferengas com p < 0,001.

Fonte: Do autor

4.2.3 Células Polimorfonucleares e mononucleares

A figura 6 mostra o granuloma esquistossomético hepatico no qual pode ser
observada a presenca de células polimorfonucleares e mononucleares. Estes tipos

celulares estéo presentes tanto no grupo Sm quanto no grupo Sm+Pb.
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Fase aguda

Figura 6 - Granulomas esquistossométicos hepaticos em camundongos infectados por S.
mansoni e coinfectados com P. brasiliensis corados com Hematoxilina e Eosina.
A - Granuloma do grupo infectado por S. mansoni em fase aguda. Abaixo, a
esquerda, destaque as células polimormonucleares e mononucleares circundando
0 ovo de S. mansoni. Objetiva de 40x. B - Granuloma do grupo coinfectado por
S. mansoni e P. brasiliensis em fase aguda. Abaixo, a esquerda, destaque as
células polimormonucleares e mononucleares circundando o ovo de S. mansoni.
Objetiva de 40x C Granuloma do grupo infectado por S. mansoni em fase aguda.
Objetiva de 100x. D - Granuloma do grupo infectado por S. mansoni e P.
brasiliensis em fase aguda. Objetiva de 100x.

Fonte: Do autor

4.2.4 Andlise da Celularidade

Quanto aos tipos celulares polimorfonucleares que compdem o granuloma no
figado (Figura 7A), observou-se na fase aguda que o numero de eosinofilos ndo se
diferenciou. Para o nimero de neutréfilos no figado (Figura 7B), observou-se na fase
aguda que os grupos infectados por S. brasiliensis e coinfectados com S. mansoni + P.

brasiliensis ndo apresentaram diferencas significativas.
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A Eosinofilos fase aguda B
251

Neutrdfilos fase aguda
251

20+ 204

15+ 154

10+ 10

Namero de células
Numero de células

Sm+Pb Sm Sm+Pb

Figura 7 - A - Contagem do nimero de eosindfilos no figado. Sm: camundongos infectados por S.
mansoni analisados em fase aguda. Sm+Pb: camundongos infectados por S. mansoni
coinfectados por P. brasiliensis em fase aguda. B - Contagem do nimero de neutréfilos no
figado. Sm: camundongos infectados por S. mansoni analisados em fase aguda. Sm+Pb:
camundongos infectados por S. mansoni coinfectados por P. brasiliensis em fase aguda. Ndo
houve diferenca significativa entre os grupos.

Fonte: Do autor

4.2.5 Citocinas em fase aguda

Para INF-y, durante a fase aguda, foi observado diferencas significativas elevadas
no grupo CNI (1,14+0,48 ng/ml), quando comparado ao grupo Sm (8,05+3,52ng/ml) e Pb
(10,40+3,549ng/ml).

Em relacdo a IL-2, foram observadas diferencas significativas elevadas nos niveis
desta citocina entre os grupos Sm (6,71+1,50ng/ml), Pb (10,40 3,54+ng/ml) e Sm+Pb
7,32£2,93ng/ml) quando comparados ao grupo CNI(2,01+ 0,39ng/ml).

Para a quimiocina MIP-2, ndo foram observadas diferencas significativas nos
niveis desta citocina durante a fase aguda entre os grupos S. mansoni, P. brasiliensis e S.
mansoni + P. brasiliensis.

Os niveis de IL-4 apresentaram diferengas significativas elevadas entre o grupo
Sm (10,45+3,67ng/m) quando comparados ao grupo CNI (0,85+0,15ng/ml). Para IL-5,
diferengas significativas elevadas para os grupos Sm (3,91+£0,61ng/ml) Pb (3,98+1,76
ng/ml) e Sm+Pb (4,28+2,22ng/ml) quando comparado ao grupo CNI (0,67+0,21ng/ml).
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Figura 8 - Perfil da dosagem de citocina IFN-y, IL-2, MIP-2, IL-4 e 1I-5 em soro de camundongo
infectado e analisado em fase aguda. Sm: camundongos infectados por S. mansoni
analisados em fase aguda. Pb: camundongos infectados por P. brasiliensis. Sm+Pb:
camundongos infectados por S. mansoni coinfectados por P. brasiliensis em fase
aguda. *representa diferencas significativas com p < 0,05; **representa diferencas

Pb Sm+Pb

Pb Sm+Pb

101

ng/ml

ng/mil

IL-2

CNI Sm Pb Sm+Pb

Sm

MIP-2

Pb

significativas com p < 0,01 e *** representa diferencas com p < 0,001.

Fonte: Do autor

Sm +Pb
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4.3 Analise do desenvolvimento do granuloma esquistossomético e dosagem de citocinas

em fase crénica

Na figura 9, observa-se no tecido hepético a presenca de granulomas de

camundongos infectados por S. mansoni e coinfectados por S. mansoni e P. brasiliensis

durante a fase aguda que se caracteriza pelo estagio produtivo, e durante fase crénica que

se caracteriza pelo estagio de modulacédo ou involutivo.

N&o foi possivel evidenciar a presenca de fungos no tecido hepatico, tanto na

coinfecgéo quanto isolado
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onica

Fase cr

Figura 9 - Granulomas esquistossomaticos hepaticos em camundongos infectados por S. mansoni e
coinfectados com P. brasiliensis corados com Hematoxilina e Eosina. A - Granuloma do
grupo infectado por S. mansoni em fase cronica. Objetiva de 20x. B - Granuloma do
grupo coinfectado por S. mansoni e P. brasiliensis em fase cronica. Objetiva de 20x. C -
Granuloma do grupo infectado por S. mansoni em fase cronica. Objetiva de 40x. D -
Granuloma do grupo infectado por S. mansoni e P. brasiliensis em fase cronica. Objetiva
de 40x

Fonte: Do autor.

A figura 10 ilustra granulomas esquistossomoticos em tecido pulmonar na fase
cronica da esquistossomose. Os granulomas se apresentam na fase exsudativa produtiva

com a presenca do ovo ao centro
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S. mansoni S. mansoni + P. brasiliensi.

onica

Fase cr

Figura 10 - Andlise de granulomas esquistossomoticos em tecido pulmonar corados com Hematoxilina
e Eosina (HE). A - Granuloma do grupo infectado por S. mansoni em fase crénica.
Objetiva de 20x. B - Granuloma do grupo coinfectado por S. mansoni e P. brasiliensis em
fase cronica. Objetiva de 20x. C - Granuloma do grupo infectado por S. mansoni em fase
cronica. Objetiva de 40x. D - Granuloma do grupo infectado por S. mansoni e P.
brasiliensis em fase cronica. Objetiva de 40x

Fonte: Do autor

4.3.1 Nimero de granulomas

A figura 11 mostra 0 nimero de granulomas esquistossomdticos no tecido
hepéatico nos grupos infectados por S. mansoni e coinfectados por S. mansoni e P.
brasiliensis, onde foi observado que ndo houve diferenca significativa no numero de

granulomas nestes tecidos.
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Figura 11 -  Numero de granulomas no figado em fase cronica.
Sm: camundongos infectados por S. mansoni
analisados em fase crénica. Sm+Pb: camundongos
infectados por S. mansoni coinfectados por P.
brasiliensis em fase cronica. Sm (C) + Pb(A):
camundongos infectados por S. mansoni em fase
cronica coinfectados por P. brasiliensis em fase
aguda. Nao houve diferencas significativas entre
0S grupos..

Fonte: Do autor

Ja a figura 12 mostra o nimero de granulomas esquistossomaticos no tecido
pulmonar nos grupos infectados por S. mansoni e coinfectados por S. mansoni e P.
brasiliensis, assim como o grupo S. mansoni em fase crénica e P. brasiliensis em fase
aguda, onde foi observado que ndo ha diferenca significativa no nimero de granulomas
nestes tecidos.

43
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Fase crbnica

60+

N° de granulomas

Sm Sm+Pb(C) Sm(C)+Pb(A)

Figura 12 - Numero de granulomas no pulméo em fase crénica.
Sm: camundongos infectados por S. mansoni
analisados em fase cronica.  Sm+Pb(C):
camundongos infectados por S.  mansoni
coinfectados por P. brasiliensis em fase crénica.

Sm(C)+Pb(A): camundongos infectados por S.
mansoni coinfectados por P. brasiliensis em fase
aguda N&o houve diferencga significativa entre os
grupos

Fonte: Do autor

4.3.2 Area do granuloma

Em relacdo a area em fase cronica, houve diferenca significativa elevada entre os
grupos Sm+Pb (0,03+£0,01mm?) e Sm(C)+Pb(A) (0,02+0,001mm?), como pode ser
observado na figura 13:
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Fase crbnica
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Figura 13 - Area dos granulomas esquistossométicos no figado
em fase cronica. Sm: camundongos infectados por
S. mansoni analisados em fase cronica. Sm+Pb:
camundongos infectados por S. mansoni
coinfectados por P. brasiliensis em fase cronica.
Sm (C) + Pb(A): camundongos infectados por S.
mansoni em fase cronica coinfectados por P.
brasiliensis em fase aguda. **representa
diferencas significativas com p < 0,01

Fonte: Do autor

Em relacdo ao pulmdo, houve diferengas significativas elevadas quando
comparados os grupos Sm (0,01+0,009mm?) com Sm+Pb (0,03£0,0lmm?) e
Sm(C)+Pb(A) (0,03+0,02mm?).
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Fase crbnica

0.044 %k *k%

0.034

0.024
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0.014
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0.00-
Sm Sm+Pb(C) Sm(C)+Pb(A)

Figura 14 - Area dos granulomas esquistossomoticos no
pulmido em fase crénica. Sm: camundongos
infectados por S. mansoni analisados em fase
crbnica. Sm+Pb: camundongos infectados por
S. mansoni coinfectados por P. brasiliensis em
fase aguda. Sm (C) + Pb(A): camundongos
infectados por S. mansoni em fase cronica
coinfectados por P. brasiliensis em fase aguda.
*** representa diferencas com p < 0,001.

Fonte: Do autor

4.3.3 Células Polimorfonucleares e mononucleares

A figura 15 mostra o granuloma esquistossomético hepético, no qual pode ser
observado a presenca de células polimorfonucleares e mononucleares. Ndo foram
observadas diferencas na composi¢do celular dos granulomas tanto entre os grupos de
camundongos infectados com S. mansoni e coinfectados com S. mansoni + P. brasiliensis

quanto nas fases aguda e cronica.
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S. mansoni S. mansoni + P. brasiliensis

Onica

Fase cr

Figura 15 - Granulomas esquistossomoticos hepaticos em camundongos infectados por S. mansoni
e coinfectados com P. brasiliensis corados com Hematoxilina e Eosina. A - Granuloma
do grupo infectado por S. mansoni em fase crénica Abaixo, & esquerda, destaque as
células polimormonucleares e mononucleares circundando o ovo de S. mansoni.
Objetiva de 40x. B - Granuloma do grupo coinfectado por S. mansoni e P. brasiliensis
em fase cronica. Abaixo, a esquerda, destaque as células polimormonucleares e
mononucleares circundando o ovo de S. mansoni. Objetiva de 40x C Granuloma do
grupo infectado por S. mansoni em fase cronica. Objetiva de 100x. D - Granuloma do
grupo infectado por S. mansoni e P. brasiliensis em fase crénica. Objetiva de 100x.

Fonte: Do autor

Através da figura 16, observa-se que, como no figado, os granulomas
esquistossomoticos no pulmdo sdo compostos por células polimorfonucleares e
mononucleares, ndo sendo observadas diferencas na composi¢éo celular entre os grupos.
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Figura 16 - Granulomas esquistossomaéticos pulmonar em camundongos infectados por S. mansoni
e coinfectados com P. brasiliensis corados com Hematoxilina e Eosina. A -
Granuloma do grupo infectado por S. mansoni em fase cronica Abaixo, a esquerda,
destaque as células polimormonucleares e mononucleares circundando o ovo de S.
mansoni. Objetiva de 40x. B - Granuloma do grupo coinfectado por S. mansoni e P.
brasiliensis em fase cronica. Abaixo, & esquerda, destaque as células
polimormonucleares e mononucleares circundando o ovo de S. mansoni. Objetiva de
40x C Granuloma do grupo infectado por S. mansoni em fase crdnica. Objetiva de
100x. D - Granuloma do grupo infectado por S. mansoni e P. brasiliensis em fase
cronica. Objetiva de 100x.

Fonte: Do autor.

4.3.4 Analise da Celularidade

Em relacdo ao nuamero de eosinofilos no figado em fase crénica, diferencas
significativas elevadas foram observadas quando comparados 0S grupos Sm ao grupo
Sm+Pb(C) e Sm(C)+Pb(A).

Ja para o numero de neutr6filos, diferencas significativas elevadas foram
observadas quando comparados 0s grupos Sm ao Sm+Pb(C) (p<0,001) e Sm(C)+Pb(A)
(p<0,001).
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Figura 17 - Contagem do nimero de eosindfilos no figado. Sm: camundongos infectados por S.
mansoni analisados em fase cronica. Pb: camundongos infectados por P. brasiliensis
em fase cronica. Sm+Pb(C): camundongos infectados por S. mansoni coinfectados
por P. brasiliensis em fase crdnica. Sm(C) + Pb(A): camundongos infectados por S.
mansoni em fase cronica e coinfectados por P. brasiliensis em fase aguda. B -
Contagem do namero de neutréfilos no figado. Sm: camundongos infectados por S.
mansoni analisados em fase crénica. Pb: camundongos infectados por P. brasiliensis
em fase cronica. Sm+Pb(C): camundongos infectados por S. mansoni coinfectados
por P. brasiliensis em fase cronica. Sm(C) + Pb(A): camundongos infectados por S.
mansoni em fase cronica e coinfectados por P. brasiliensis em fase aguda. ***
representa diferencas com p < 0,001

Fonte: Do autor.

Quanto a andlise da celularidade no pulmédo (Figura 18), ndo se observou
diferencas significativas em relacdo aos eosinofilos. J& para os neutréfilos, diferencas
significatvas elevadas foram observadas quando comparados 0S grupos Sm e
Sm(C)+Pb(A) (* p<0,001) e Sm+Pb(C) e Sm(C)+Pb(A) (# p<0,001).
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Figura 18 - Contagem do nimero de eosinéfilos no pulmédo. Sm: camundongos infectados por S. mansoni
analisados em fase crénica. Sm+Pb(C): camundongos infectados por S. mansoni coinfectados
por P. brasiliensis em fase crénica. Sm(C) + Pb(A): camundongos infectados por S. mansoni em
fase cronica e coinfectados por P. brasiliensis em fase aguda. B - Contagem do nimero de
neutrdfilos no pulmdo. Sm: camundongos infectados por S. mansoni analisados em fase cronica
Sm+Pb(C): camundongos infectados por S. mansoni coinfectados por P. brasiliensis em fase
cronica. Sm(C) + Pb(A): camundongos infectados por S. mansoni em fase crénica e coinfectados
por P. brasiliensis em fase aguda. *** representa diferencas com p < 0,001. ###representa
diferengas com p < 0,001.

Fonte: Do autor.

4.3.5 Citocinas em fase cronica

Para INF-y, durante a fase cronica, foi observado que no grupo Sm (10,45+
3,67ng/ml) teve niveis mais elevados desta citocina quando comparado ao grupo
CNI(1,14+0,48ng/ml), com diferencas significativas elevadas .

Em relacdo a IL-2, foram observadas diferencgas significativas nos niveis desta
citocina entre os grupos Sm (7,90+3,16ng/ml) e Pb (7,54+1,41ng/m) quando comparados
ao grupo CNI (2,01+0,39ng/).

Para a quimiocina MIP-2, ndo foram observadas diferencas significativas nos
niveis desta citocina durante a fase crénica entre os grupos S. mansoni, P. brasiliensis e S.
mansoni + P. brasiliensis.

Os niveis de IL-4 apresentaram diferengas significativas elevadas entre o grupo
Sm (8,46+3,71ng/ml) quando comparado ao grupo CNI (0,85+0,15ng/ml). E para IL-5,
diferencas significativas foram observadas nos grupos Sm (4,47+1,88ng/ml) quando

comparados ao grupo CNI (0,67+ 0,21 ng/ml).
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Figura 19 - Perfil da dosagem de citocina IFN-y, IL-2, MIP-2, IL-4 e IL-5 em soro de camundongo
infectado e analisado em fase crbnica. Sm: camundongos infectados por S. mansoni
analisados em fase cronica. Pb: camundongos infectados por P. brasiliensis. Sm+Pb(C):
camundongos infectados por S. mansoni coinfectados por P. brasiliensis em fase cronica.
Sm(C) + Pb(A): camundongos infectados por S. mansoni coinfectados por P. brasiliensis em
fase aguda.

Fonte: Do autor.



52

5 DISCUSSAO

De acordo com Lello (2012), a mistura das espécies de parasita varia de acordo
com a regido geogréfica e a idade dos individuos. Nos individuos, a interacdo pode variar
desde mecanismo mecénico (como, por exemplo, bactérias oportunistas que exploram as
ulceras causadas por Leishmania spp.), competicdo (como a coinfeccdo de
ancilostomideos e plasmideos, ambos utilizam células vermelhas do sangue) e interagdes
indiretas complexas mediadas pela resposta imune do hospedeiro.

Estudos que utilizam helmintos e microrganismos representam importante modelo
experimental no que se refere a polarizacdo da resposta Thl e Th2. Na literatura, sdo
descritos trabalhos realizados com o intuito avaliar o efeito da infeccdo por S. mansoni na
suscetibilidade da coinfecgdo por bactérias, protozoarios e helmintos (CARVALHO;
SANTOS; JESUS 2008), porém pouco se conhece a respeito da patologia desencadeada
nestes casos de coinfeccdo. Ou seja, pouco se conhece a respeito do desenvolvimento do
granuloma esquistossomotico sob influéncia de outro agente infeccioso, o que justifica a
realizacdo deste trabalho, e até 0 momento h& poucos relatos de estudos que utilizam o
modelo experimental S. mansoni e P. brasiliensis, levando em consideragcdo a
possibilidade da coexisténcia destes dois agentes patogénicos em diferentes regides onde
ha a sobreposicdo de endemicidade e fluxo migratério de pessoas.

A infeccdo por S. mansoni, tende a direcionar a resposta imunoldgica do
hospedeiro para perfil Th2, com isso pode alterar os mecanismos de defesa contra outros
tipos de agentes infecciosos. Portanto, é esperado que, em uma associacdo da
esquistossomose com outras infec¢Bes, o hospedeiro obrigatoriamente sofra algum dano.
Mas, como a patogénese das lesdes teciduais podem estar relacionadas com uma resposta
imune exagerada, é possivel que esta associacdo e a modulacdo da resposta imune
beneficiem o hospedeiro dependendo da situagdo. Desta forma, espera-se que a infec¢éo
por S. mansoni possa tanto de diminuir as defesas contra outros invasores, como também
possa diminuir os processos patoldgicos (CARVALHO; SANTOS; JESUS, et al., 2008).

No modelo experimental S. mansoni e Plasmodium chabaudi foi observado que
celulas esplénicas de camundongos coinfectados estimuladas por SEA, produzem niveis
menores de IL-4 e IL-5, quando comparadas aos niveis produzidos por células de
camundongos infectados somente com S. mansoni (WILSON; KHALIFE, 2012). Em
contrapartida, o trabalho de FERREIRA (2014), demonstrou que em camundongos
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infectados com S. mansoni estimulados com LPS, houve uma supressdo do processo
inflamatdrio, comprovado com a diminuicdo dos danos teciduais.

O presente trabalho mostrou que a coinfecgdo S. mansoni e P. brasiliensis se
estabeleceu e se desenvolveu em modelo murino, o que foi confirmado pela presenca de
ovos de S. mansoni nos tecidos observados e a presenca do fungo no epiplon (omento). A
partir da andlise histopatologica pode se observar um predominio da formacdo do
granuloma esquistossomotico no figado e pulmao onde praticamente ndo se observa a
presenca de fungos e quando presentes, estes se apresentam com sua forma alterada. Na
literatura ndo existem trabalhos utilizando o camundongo suico como modelo
experimental da coinfecgdo de S. mansoni e P. brasiliensis. Oliveira (2014) mostrou em
seu trabalho o estabelecimento da coinfeccdo destes dois agentes em camundongos Balb
C.

Ao longo do desenvolvimento da coinfeccdo, esta parece ndo interferir no ganho
de peso dos camundongos, o mesmo sendo observado no grupo infectados com S.
mansoni. Ja no grupo P. brasiliensis observou se um ganho de peso ao longo do
experimento. Tal fato sugere que na coinfeccdo, a auséncia de ganho de peso seja devido
a infecgéo por S. mansoni, e corrobora com Ferreira (1993), que demonstrou que ao longo
da infeccédo pelo S. mansoni, os camundongos perdem peso.

Em relacdo a sobrevivéncia, ao longo dos 120 dias de experimento, foi observado
que houve mortalidade nos grupos de camundongos infectados com S. mansoni e nos
camundongos infectados com S. mansoni e P. brasiliensis, o que sugere que a
mortalidade seja devido a infeccdo com S. mansoni. Quando se observa a sobrevivéncia
dos camundongos infectados com P. brasiliensis durante os 120 dias de experimento,
nenhum camundongo morreu. Os camundongos Swiss comportaram-se como resistentes
ao P. brasiliensis de acordo tempo de sobrevida observado por nosso grupo (com
sobrevida de 100%). Este dado esta de acordo com o relato de Mendes e col., em que se
observou que camundongos Swiss podem sobreviver por aproximadamente 250 dias
infectados por P. brasiliensis (dado ainda nao publicado).

O presente trabalho analisou a influéncia da coinfec¢cdo no nimero, evolugdo e
celularidade dos granulomas esquistossomaticos.

Os granulomas foram contados nos tecidos hepatico e pulmonar dos diferentes
grupos estudados, tanto em fase aguda quanto crénica. Nao foram observadas diferencas
significativas em relagdo ao nimero de granulomas entre os grupos analisados. No

trabalho de Oliveira (2014), foi observado uma diminui¢cdo do ndmero de granulomas
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presentes no figado, porem além neste trabalho, o modelo experimental utilizado foi
camundongos Balb C e a infec¢do por S. mansoni foi realizado apds a infecgdo por P.
brasiliensis ja estar estabelecida. Em relacdo a contagem em fase aguda e cronica, foram
contados mais granulomas em fase cronica do que em fase aguda. A presenca de um
namero maior de granulomas na fase crénica é facilmente justificada pela dinamica da
ovoposicdo da fémea de S. mansoni. Diariamente cada fémea ovipde cerca de 150 a 300
ovos/dia (Lenzi et al., 2008), e destes cerca de 50% sao depositados nos tecidos, portanto
é de se esperar que ao longo da infeccdo o numero de ovos presentes no figado va
aumentando, sendo maior em fase cronica.

Durante a coinfeccdo S. mansoni e P. brasiliensis observou-se no figado
granulomas com dreas reduzidas durante fase aguda quando comparados ao grupo
infectado por S. mansoni nesta mesma fase. O mesmo foi observado por Oliveira (2014),
utilizando camundongos Balb C. No momento do sacrificio dos camundongos (50 dias
apos a infeccdo) as infecgbes por S. mansoni e P. brasiliensis estdo em fase aguda, o que
sugere gue haja recrutamento de células e acredita-se que a diminui¢cdo do tamanho do
granuloma esquistossomatico seja devida a influéncia da presenca de P. brasiliensis no
tecido hepatico. Esta influéncia no desenvolvimento do granuloma esquistossomético
pode ser vista em maior destaque quando coinfec¢do por S. mansoni e P. brasiliensis se
encontram na fase cronica. Nesta fase foi observada que em camundongos com a
coinfeccdo ndo houve uma diminuicdo da area dos granulomas como era esperado.
Acredita-se que, durante a fase cronica da infeccdo por P. brasiliensis, o granuloma ainda
pode apresentar-se em fase produtiva, ou seja, ainda ocorrera o recrutamento de células.

Porém, quando a inoculacdo de P. brasiliensis ocorre durante a fase cronica de S.
mansoni, o didmetro dos granulomas tem seu tamanho reduzido, como no grupo S.
mansoni. Acredita-se que a inoculacdo de P. brasiliensis na fase cronica de S. mansoni ja
estabelecido ndo foi capaz de interferir na involucdo do granuloma.

Tais hipoteses podem ser fundamentadas a partir do que foi observado nos
granulomas de camundongos infectados por S. mansoni.

No grupo de camundongos infectados por S. mansoni 0s granulomas apresentaram
tamanhos elevados durante fase aguda em relagdo a fase crbnica. Na fase aguda, o
granuloma encontra-se em estagio produtivo em que as células migram ao redor do ovo
de S. mansoni para formar um agregado selecionado (LENZI, 2008). Durante a fase
cronica, o granuloma encontra-se no estagio de modulacéo e involugdo, em que 0 nUmero

de células diminui para iniciar o processo de deposi¢do de colageno e entdo formar um
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granuloma fibrosado. Além disto, observou-se que os granulomas de ovos recém-
estabelecidos apresentavam ao seu redor um ndmero maior de células quando
comparados aos granulomas fibrosados, porém com tamanho reduzido, justificando acéo
da resposta moduladora do tipo Th2.

Como descrito na literatura (LENZI, 2006) o granuloma esquistossomotico pode
ser caracterizado pela presenca de polimormonucleares (PMN) e mononucleares (MN).
Estes tipos celulares foram observados nos granulomas dos grupos infectados por S.
mansoni e coinfectados com S. mansoni e P. brasiliensis, tanto no tecido hepatico quando
pulmonar. A composicdo celular do granuloma esquistossomatico inclui eosindfilos,
macrofagos, linfocito, neutréfilos, mastécitos e fibroblastos. Porém, em fase cronica, as
células mononucleares sdo predominantes, isto pode ser compreendido pelo fato deste
tipo celular atuar na promocéo da sintese de colageno (METWALI, 1996).

No que diz respeito aos eosintfilos e neutrofilos, o tipo predominante no
granuloma esquistossomatico, tanto em fase aguda quanto em fase cronica é o eosinofilo.
Segundo a literatura, o eosinofilo € um dos tipos celulares predominante no granuloma
causado pelo ovo de S. mansoni. A eosinofilia é caracteristica na esquistossomose aguda
e pode ocorrer antes que a deposi¢cdo do ovo se inicie (WYNN et al. 2004). O granuloma
induzido pelos ovos de S. mansoni contem uma alta taxa de eosinofilos em relagdo aos
neutrofilos. Von lichtenberg e col. (1973) notificaram a frequéncia de neutrofilia nos
granulomas de S. japonicum, enquanto que na lesbes causadas por e S. haematobium
foram encontradas raras contagens de neutrdfilos. Dentre as varias funcGes dos
eosindfilos (LENZI et al., 1997; ROTHENBERG; HOGAN, 2006), cada vez mais é
destacada a participacdo na remodelacdo tecidual e limpeza de detritos. Os eosindfilos,
além de terem a capacidade de destruir parasitos do S. mansoni na presenca de anticorpos
especificos, pelo mecanismo de citotoxidade celular dependente de anticorpo (ADCC),
também sdo incriminados na destruicdo dos ovos depositados pelos vermes (JAMES;
COLLEY, 1976), indicando funcdes dirigidas a diferentes estagios do ciclo do parasito
(CAPRON; CAPRON, 1992). Rumbley e col. (1999) afirmam que os eosindéfilos
constituem aproximadamente 90% das células dos granulomas de fase aguda. Estes dados
colaboram com os numeros de eosinofilos encontrados neste estudo.

Na coinfec¢do, o tipo celular predominante no granuloma em fase aguda foi o
eosinodfilo. Entretanto, durante a fase crénica (tanto quando ambos estdo em fase cronica
quanto P. brasiliensis em fase aguda), notou-se o predominio de neutréfilos. Dados da

literatura mostram que o contato do P. brasiliensis com o tecido do hospedeiro
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desencadeia inicialmente reacdo inflamatoria congestivo-exsudativa com afluxo
predominante de neutrofilos (DE CAMARGO, 2000; IABUKI, 1979). A participacdo
destas células na reacdo inflamatdria e na atividade fungicida é induzida pelo fungo e por
citocinas produzidas pelas células durante sua interacdo com fagdcitos (CALVI, 2003;
PAGLIARI, 2010). Sendo assim a presenca de neutréfilos no granuloma pode ser devido
a presenca do P. brasiliensis.

No pulmdo, em todos os grupos analisados, foi observada a presenca de
neutrofilos. Na coinfeccdo a presenca de neutrofilos ndo pode ser associada a presenca do
P. brasiliensis, uma vez que no grupo de camundongos infectados por S. mansoni 0
neutréfilo também pode ser observado. A chegada de ovos no pulmé&o acontece durante a
fase cronica da infeccdo, ou seja, ap0s a resposta Th2 estar estabelecida e tal fato pode
influenciar no tipo celular presente e no estagio de evolucdo do granuloma. O diferente
estagio de evolugdo em comparacao ao figado pode ser observado pela sua morfologia e
tamanho. Segundo CHUAH e col. (2014) o granuloma esquistossomético em estagio de
reatividade fraca é caracterizado pela acumulacao de células mononucleares, neutréfilos e
eosinofilos ao redor do ovo recém-depositado que leva a formacdo de um microabscesso
neutrofilico caracterizado pelo estagio produtivo-exsudativo.

O presente trabalho avaliou como a infeccdo de Paracoccidioides brasiliensis
pode interferir na resposta imunolégica de camundongos infectados por Schistosoma
mansoni.

Durante a coinfeccdo, inicialmente foi observado que o grupo S. mansoni + P.
brasiliensis em fase aguda, apresentou a uma reducdo de IFN-y mesmo esta citocina
estando em niveis elevados nas infeccBes isoladas, sugerindo que a presenca de P.
brasiliensis inibiu a producéo de IFN-y, porém, parece ndo ter interferido nos niveis de
IL-2. O mesmo pode ser observado por Oliveira (2014), onde os niveis de IFN-y no
tecido hepético se apresentaram reduzidos em comparacgdo as infec¢fes de S. mansoni e
P. brasiliensis, isoladamente. Os niveis de IL-4 também foram reduzidos e os niveis de
IL-5 permaneceram inalterados.

Quando comparamos os dados deste grupo com os dos grupos das infecc¢oes
isoladas, observamos que no grupo de camundongos infectados por S. mansoni em fase
aguda, mais especificamente, apdés 50 dias de infecc¢do, os niveis de citocinas tipicas da
resposta Thl (IFN- y e IL-2) apresentaram se menores do que na fase crénica. O mesmo
pode ser observado em relagdo a IL-4 e IL-5, porém, neste caso era de se esperar, uma

vez que estas citocinas sdo tipicas da resposta Th2 estabelecida na fase cronica.
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Contradizendo o que é observado na maioria dos relatos da literatura, no presente
trabalho ndo foi observada diminui¢do dos niveis de IFN-y ¢ IL-2 na fase crénica no
grupo infectado por S. mansoni. Apesar disso, alguns trabalhos relatam a possibilidade de
niveis elevados de IFN-y durante a fase cronica da esquistossomose. Dentre eles,
TEIXEIRA-CARVALHO (2005) mostrou alta producdo de IFN-y por linfocitos do
sangue periférico de pacientes infectados por S. mansoni em fase crénica.

Em uma infeccdo normal, quando os primeiros ovos sdo produzidos por vermes
recém-amadurecidos, a resposta imune assume uma forma diferente, tornando-se
fortemente polarizada para Th2 por volta da oitava semana (PEARCE et al., 2004). Tal
fato justificaria a discrepancia entre o que esté descrito na literatura referente a fase aguda
e cronica da infeccdo por S. mansoni e os dados observados no trabalho. Acredita-se que
os baixos niveis de IFN e niveis elevados de IL-4 e IL-5 encontrados em fase aguda,
sejam devido a polarizagdo da resposta imune, onde citocinas Thl se encontram em
queda e as de Th2 em alta (PEARCE; MACDONALD; 2002). Além disso a analise foi
realizada no 50° dia de infeccdo, periodo em que, segundo Pearce (2004) ocorre a
polarizacdo Th1l-Th2.

A fase pro-inflamatéria da resposta Thl nos grupos observados pode ser
comprovada a partir niveis aumentados da quimiocina MIP-2 na fase aguda quando
comparados a fase crénica na qual foi observada a diminuicao desta citocina.

Ja na fase cronica, quando ocorre o inoculo de P. brasiliensis no inicio da fase
aguda, e os dois evoluem juntamente para a fase crénica, pode se observar o padrdo
classico da resposta Th2, com niveis baixos de IFN- y ¢ IL-2 e altos niveis de IL-4 e IL-5.
Porém quando ocorre o inoculo de P. brasiliensis ja em fase cronica de S. mansoni, foi
observado uma alteracdo dos niveis de citocinas da resposta Thl (IFN- y e IL-2), porém
as citocinas I1L-4 e IL-5 se mantiveram elevadas. Este resultado sugere que a infeccdo por
P. brasiliensis influencia o perfil da resposta imunoldgica dos camundongos, e que esta
influéncia depende do momento em que ocorre o0 inoculo, visto que, segundo a literatura,
a fase cronica da esquistossomose é caracterizada por uma baixa producdo de IFN-y ¢ um
aumento da producdo das citocinas da resposta imune Th2, como a IL-4 e IL-5 (JESUS et
al., 2000).
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6 CONCLUSAO

1. A partir dos resultados obtidos, conclui-se que os camundongos Swiss sao resistentes
a infeccéo por P. brasiliensis, uma vez que ndo foi observada morte nos grupos estudados
e nem processo patologico nos tecidos analisados devido a presenga do fungo.

2. A coinfeccdo foi confirmada, uma vez que foi observado granulomas
esquistossomoticos no figado e no pulméo, e a presenca do fungo no epiplon e ovos do S.

mansoni no mesmo tecido.

3. O nimero de granulomas encontrados nos tecidos ndo foi diferente entre os grupos
estudados, porém acredita-se que a presenca de P. brasiliensis influenciou da involucéao
do granuloma no figado.

4. O maior numero de neutréfilos no figado em fase crénica no grupo coinfectado mostra
a influencia da presenca do fungo no recrutamento de células durante o processo

granulomatoso.

5. Acredita-se que a presenca de P. brasiliensis pode acarretar a reativacdo da resposta
granulomatosa e a mudanca na sua composicdo celular e que estas alteracbes possam

estar relacionado a alteracéo no perfil de IFN-y.
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