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OLIVEIRA, Francisco José Abreu. Efeito imunopatologico de co-infeccdo de
camundongos com Paracoccidioides brasiliensis e com Schistosoma mansoni. 2014. 93f.
Tese (Doutorado em Microbiologia) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2014.

RESUMO

A Paracoccidioidomicose (PCM), uma das mais importantes micoses da América
Latina, ¢ uma doencga sistémica de natureza granulomatosa, causada pelo fungo dimoérfico
Paracoccidioides brasiliensis (Pb), e a sua principal defesa esta ligada ao padrdo Thl da
resposta imune. A esquistossomose ¢ considerada uma das doencas endémicas mais
importantes e mais difundidas do mundo, constituindo-se de um grande problema de satde
publica. No Brasil, a doenga ¢ causada por Schistosoma mansoni (Sm), e¢ ¢ caracterizada por
resposta imune Th2. As principais lesdes patologicas na esquistossomose mansodnica sao
decorrentes de desenvolvimento de granulomas em torno de ovos no figado devido a resposta
imune do hospedeiro. Ambas as doencas sdo cronicas, com sobreposicao geografica em varias
regides no Brasil, possibilitando assim a co-infecgdo com esses agentes. Considerando a
inexisténcia de dados sobre efeito imunopatologico na PCM e na esquistossomose, associada
a infeccdo cronica com P. brasiliensis e com S. mansoni na fase de oviposicédo, caracterizada
pela resposta Th2, o presente trabalho investigou efeito dessa associacdo utilizando modelo
experimental murino. Camundongos Balb/c foram infectados com P. brasiliensis durante 70
(Pb70) ou 80 dias (Pb80) e associados com S. mansoni infectados durante 42 (Pb70Sm42) e
ou 52 dias (Pb80Sm52) ou somente com S. mansoni durante 42 (Sm42) ou 52 dias (Sm52).
Para a investigagdo de efeito da co- infeccdo na PCM, foram realizadas determinagdo da carga
fungica por CFU no figado e pulmao, histopatologia de figado e determinagdo de niveis de
citocinas (IFN-y, TGF-, TNF-a, 1L-4, IL-10 e IL-17) no figado e determinagdo de niveis
séricos de anticorpos IgG anti-P. brasiliensis (ExoAg) e citocinas séricas (IFN-y, IL-4, TGF-f
e IL-10), por ELISA, tendo como controles grupos Pb70 e Pb80. Para a investigacao de efeito
de co-infecg¢do na esquistossomose foram determinados niimeros de ovos no figado e intestino
(grosso e delgado) e de ovos fecais, andlise histopatologica do figado, determinagdo das
citocinas no figado e soro e niveis séricos de anticorpos IgG para antigeno soluvel de ovos
(SEA), tendo como controles os grupos Sm42 e Sm52. Os resultados obtidos demonstraram
aumento nos numeros de CFUs de P. brasiliensis no figado (Pb70Sm42 ¢ Pb80Sm52) ¢ no
pulmdo (Pb80Sm52) em relacdo ao controle mono-infectado, Pb70 ou Pb80, (p<0,05). Os
niveis de todas as citocinas no figado foram maiores no grupo Pb70Sm42 que o controle
Sm42 (p<0,05), exceto IFN-y que resultou em menor nivel (p<0,05). Na fase mais prolongada
de infecgdo, foi detectada alteragdo nesse perfil, resultando em menor nivel de IL-10 e TNF-a
em Pb80Sm52, mantendo o perfil para IL-4 e IL-17. Os niveis séricos de IL-4 e IL-10
demonstraram perfil similar ao de figado, enquanto que o nivel de IFN-y, de forma distinta ao
de figado, foi maior em ambos os grupos co-infectadas (Pb70Sm42 e Pb80Sm52), em relagao
aos seus controles (p<0,05). Foi detectado também aumento no nivel sérico de TGF-§ em
grupo Pb80SmS2 em relagdo ao controle (p<0,05). O nivel sérico de IgG anti-ExoAg foi
maior apenas no grupo Pb70Sm42 em relacdo ao Pb70 (p<0,05). Os resultados de co-infeccao
na esquistossomose demonstraram redugdes nos numeros de ovos no figado, intestino e fezes
(p<0,05), diminui¢do no niimero ¢ no tamanho de granulomas hepéticos (p<0,05). Os niveis
de citocinas IL-4, IL-10 e de TNF-a no figado foram menores em ambos 0s grupos co-
infectados (Pb70Sm42 e Pb80Sm52) e o de TGF-PB somente no grupo Pb70Sm42, em relacao
aos seus respectivos controles (p<0,05). Por outro lado o nivel de IFN-y foi maior no grupo
co-infectado Pb80Sm52, em relagdo ao Sm52 (p<0,05). Os niveis séricos de IFN-y e IL-10



demonstraram perfil similar ao de figado em ambos os grupos co-infectados, o mesmo
ocorrendo com TGF-f, no grupo Pb70Sm52, todavia foi observado aumento significativo de
TGF-B em co-infec¢do mais prolongada (Pb80Sm52), em relagcdo ao controle (p<0,05). Em
contraste com o de figado, foi detectado nivel sérico elevado de IL-4 no grupo co-infectado
(Pb80Sm52) em relacao ao controle (p<0,05). O nivel sérico de IgG anti-SEA foi maior no
grupo Pb70Sm42 e menor no Pb80SmS52 em relagdo a cada controle (p<0,05). Em conclusao,
a forma cronica de PCM doenca se torna mais grave quando associada a infeccdo com S.
mansoni principalmente na fase de oviposi¢do de S. mansoni e, a co-infeccdo a induz
modulagdo distinta de niveis de citocinas no figado e no soro. Além disso, a co-infec¢do na
fase inicial de oviposi¢do de S. mansoni pode induzir aumento na resposta imune humoral
especifica aos antigenos de P. brasiliensis. Se essas modula¢des de resposta imune estdo
associadas com a gravidade da PCM doenga, requer estudos adicionais. Na esquistossomose
mansonica, a co-infecgdo com P. brasiliensis induz redu¢do no nimero de ovos no figado,
com diminui¢do no tamanho de granulomas hepatico bem como decrescimo no nimero de
0VOS nas mucosas intestinais ou nas fezes, o que poderia favorecer o hospedeiro. Por outro
lado, também induz modulagdo de citocinas local (figado) ou sistemica e supressdo de
resposta humoral aos antigenos de ovos de S. mansoni o que poderia ser prejudicial ao
hospedeiro, o que requer também estudos adicionais. Em conjunto, a co-infec¢do de P.
brasiliensis e S. mansoni induz mutuamente modulagdes de citocinas ¢ anticorpos que podem
afetar ambas as doencas, PCM e esquistossomose.

Palavras-chave: imunomodulagdo, paracoccidioidomicoses, esquistossomose, citocinas,
fungo, helminto.
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Paracoccidioides brasiliensis and Schistosoma mansoni. 2014. 93f. Thesis in Microbiology
— State University of Londrina, Londrina. 2014.

ABSTRACT

The paracoccidioidomycosis (PCM), one of the most important mycosis in Latin
America, is a systemic granulomatous nature disease caused by the dimorphic fungus
Paracoccidioides brasiliensis (Pb), and their main defense is linked to Thl immune response.
Schistosomiasis is considered one of the most important and widespread endemic diseases in
the world, becoming a major public health problem. In Brazil, the disease is caused by
Schistosoma mansoni (Sm), and is characterized by Th2 immune response. The main
pathological lesions in schistosomiasis are due to development of granulomas around eggs in
the liver owing to the host immune response. Both diseases are chronic, with geographical
overlap in several regions in Brazil, thus enabling co-infection with these agents. Considering
the lack of data on immunopathological effect on PCM and schistosomiasis associated with
chronic infection with P. brasiliensis and S. mansoni oviposition phase, characterized by Th2
response, this study investigated the effect of this association using murine experimental
model. Balb/c mice were infected with P. brasiliensis for 70 (Pb70) or 80 days (Pb80) and
associated with S. mansoni infected for 42 (Pb70Sm42) and or 52 days (Pb80Sm52) or only
with S. mansoni for 42 (Sm42) or 52 days (Sm52). To investigate the effect of co-infection in
PCM, it was performed the fungal burden by CFU in the liver and lung, liver histopathology
and determination of liver cytokines levels (IFN-y, TGF-B, TNF-a, IL-4, IL-10 e IL-17), and
serum IgG anti-P. brasiliensis (ExoAg) and serum cytokines (IFN-y, IL-4, TGF-f and IL-10)
levels determination, by ELISA, by using Pb70 and Pb80 as control groups. To investigate the
effect of co-infection in schistosomiasis, it was performed the eggs counts on the liver and
intestine (thick and thin) and stool samples, liver histopathological analysis, determination of
liver and serum cytokines levels and serum antibodies IgG to soluble egg (SEA) antigen
levels by using Sm42 and Sm52 as control groups. The results showed an increase in the
number of liver (Pb70Sm42 and Pb80SmS52) and lung (Pb80SmS52) P. brasiliensis CFUs in
co-infected than mono-infected, control Pb70 or Pb80 group (p<0.05). The levels of all liver
cytokines analyzed were higher in co-infected Pb70Sm42 group (p<0.05), except [FN-y which
resulted in lower than control (p<0.05). In more prolonged phase of infection, we detected
alterations in this profile. The lower levels of IL-10 and TNF-a in Pb80Sm52 than control
were detected, while the profile for IL-4 and IL-17 was maintained. Serum levels of IL-4 and
IL-10 showed similar profile to the liver, but the serum IFN-y level was higher in both co-
infected groups (Pb70Sm42 and Pb80Sm52) compared to each control (p<0.05). Increased
TGF-f (Pb80Sm52) and also IgG anti-ExoAg (Pb70Sm42) serum levels (p<0.05) were
detected in comparison to each control group. The co-infection in schistosomiasis resulted in
reductions of the numbers of eggs in the liver, intestines and stoll (p<0.05) and also
decreasing in the number and size of hepatic granulomas (p<0.05). The levels of 1L-4, IL-10
and TNF-a in the liver were lower in both co-infected groups (Pb70Sm42 and Pb80Sm52)
and for TGF-B only in Pb70Sm42 group as compared to respective controls (p<0.05). On the
other hand, the IFN-y level was higher in co-infected group Pb80SmS52 in relation to Sm52
(p<0.05). Serum IFN-y and IL-10 levels presented a similar profile to the liver in both co-
infected groups, the same occurring with TGF-f in Pb70Sm52 group, but significant increase
of TGF-3 was observed in more prolonged period of co-infection (Pb80Sm52), compared to
control (p<0.05). Unlike liver, higher serum IL-4 level was detected in co-infected group



(Pb80Sm52) compared to control (p<0.05). Serum IgG anti-SEA was higher in Pb70Sm42
and lower in Pb80Sm52 group compared to its respective control (p<0.05). In conclusion, the
PCM chronic form of the disease becomes more severe when associated with S. mansoni co-
infection, especially during S. mansoni oviposition phase and, co-infection induces a different
modulation of cytokine levels in liver and serum. In addition, co-infection at the early stage of
S. mansoni oviposition may induce increased humoral immune response to specific antigens
of P. brasiliensis. If these immune responses modulations are associated with PCM disease
severity, requires additional studies. In schistosomiasis mansoni, the co-infection with P.
brasiliensis induces a reduction in eggs number as well as a decrease in the size of
granulomas in the liver. This occurrence could favor the host. On the other hand, the
cytokines modulation and suppression of antibody response to S. mansoni eggs antigens could
be harmful to the host, which requires further study. Taken all together, the co-infection of P.
brasiliensis and S. mansoni mutually induces modulations of cytokines and antibodies that
could affect both disease, PCM and schistosomiasis.

Key-words: immune modulation, paracoccidioidomycosis, schistosomiasis, cytokines,
fungus, helminth.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos Gerais da Paracoccidioidomicose

Os fungos sdo caracterizados por serem agentes comuns em todo
ecossistema, onde sdo organismos de vida livre e saprobidtica, desempenhando um papel
fundamental ao ser um dos constituintes da base das cadeias e teias alimentares, fazendo a
decomposi¢cdo da matéria organica. Estes microrganismos possuem um importante papel na
saude dos animais, causando desde micoses classificadas como cutdneas até micoses

sistétmicas (MURRAY et al., 2004; SCHAECHTER et al., 2002).

Embora existam aproximadamente 100.000 espécies fungicas, apenas um
pequeno grupo causa micose sistémica humana (SAN-BLAS; NINO-VEGA, 2004). Os
fungos dimorficos sdo os responsaveis pela maior parte das infecgdes fungicas sist€émicas de

humanos e outros mamiferos (RAPPLEYE; GOLDMAN, 2006).

A partir de 1930, os estudos sobre paracoccidioidomicose (PCM) e seu
agente etiologico o fungo Paracoccidioides brasiliensis, intensificaram-se devido a varios
fatores, como: os avancos da imunologia; o aparecimento de drogas para o tratamento da
doenca; e a descoberta do dimorfismo do fungo, o qual passou a ser analisado também por
microscopia eletronica, o que possibilitou melhor compreensdo de sua biologia celular

(LACAZ, 1994).

1.2. Agente Etiologico e Fatores de Viruléncia

O fungo Paracoccidioides brasiliensis (Pb) apresenta duas formas: a forma
de micélio (M) e a forma de levedura (Y). A forma de micélio, € encontrada na natureza, a
uma temperatura de 25°C, produz colonias de crescimento lento (3-4 semanas) que, sob o
microscopio, apresentam-se como hifas septadas com clamidosporos. Essa forma ¢ a
infectante do fungo. A forma de levedura esta presente no tecido do hospedeiro, exsudado e
cresce em cultura a 37°C (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008), que ao exame do
microscOpico apresenta-se como estruturas ovoides ou arredondadas, de dupla parede

refringente, com aspecto morfologico caracteristico de “roda de leme” e com didmetro
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variavel de 1-30 um (LACAZ; PORTO; MARTINS, 1991; LACAZ et al., 2002) ¢ se
reproduzem por gemulagdo. Esta transicdo morfoldgica ¢ determinada pela temperatura

ambiente e estd correlacionado com a invasdao do hospedeiro (RAMOS-E-SILVA;

SARAIVA, 2008).

A diferenca de micélio para levedura, in vitro, se inicia com um aumento de
diametro e nos espacos intraseptais das hifas. Ha o espacamento da parede celular da
levedura, as células apresentam brotamentos multiplos e se multiplicam rapidamente. Na
diferenciagdo inversa, hifas alongadas sdo formadas a partir de leveduras ovaladas. Nos dois
casos as células ndo se diferenciam todas ao mesmo tempo, podendo ser encontradas formas

de transi¢do (SAN-BLAS; NINO-VEJA; ITURRIAGA, 2002).

A PCM foi descoberta ha quase um século, mas o habitat natural do fungo
P. brasiliensis e sua ecologia continuam a ser um enigma. Solo ou plantas s3o acreditados
serem o habitat natural do P. brasiliensis, e os trabalhadores rurais parecem ser infectados por

inalagdo de poeira contendo os propagulos infectantes (COSTA et al., 2010).

P. brasiliensis foi isolado a partir de tatus (Dasypus novemcinctus) e
diretamente a partir do solo. Morcegos e sagiiis, pequenos macacos da floresta do sudeste do
Brasil, sdo os possiveis reservatorios naturais. Infecgdo por P. brasiliensis também tem sido
relatada em espécies de animais domésticos, como caes, galinhas, gados e cavalos por meio
de deteccdo de anticorpos especificos a P. brasiliensis (LUPI et al., 2005; CONTI-DIAZ,
2007; OLIVEIRA et al., 2011). Segundo Lupi et al. (2005) os mesmos devem ser
considerados hospedeiros acidentais e ndo reservatorios naturais do fungo, pois os mesmos
podem ser acometidos com a doenga. E ambos os animais e homens adquirirem o patégeno

por aspiragao.

A parede celular de P. brasiliensis varia em composigao segundo sua forma,
e ¢ constituida de lipidios e proteinas, com propor¢do maior de cisteina/cistina na fase
miceliar em relacdo a fase leveduriforme (MARQUES, 1998). Além desses constituintes
existem, também, os polissacarideos a— (1,3) — glucana e B- (1,3) — glucana e os antigenos
extracelulares como as glicoproteinas de 43 kDa (gp43), de 70 kDa (gp70) e de 30 kDa
(gp30), todos considerados exemplos de importantes fatores de viruléncia (HOGAN; KLEIN;
LEVITZ, 1996; MATTOS GROSSO et al., 2003; ANDREOTTI et al., 2005, MARQUES,
2012).
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O polissacarideo a— (1,3) — glucana predomina na forma leveduriforme,
enquanto que na morfologia micelial ocorre principalmente a - (1,3) — glucana. Estudos
sugerem que a o— (1,3) — glucana protege o fungo de enzimas digestivas presentes em
macrofagos e outros leucédcitos (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008), sendo sua presenca
correlacionada com a viruléncia do fungo ao promover o mecanismo de escape do hospedeiro
(MARQUES, 2012) e que a B- (1,3) — glucana ¢ digerida pela enzima 3 — glucanase produzida
pelos fagocitos humanos (SAN-BLAS, 1993).

A gp43 é um importante fator de viruléncia de P. brasiliensis. Além de se
ligar a laminina, aumentando a aderéncia do fungo a matriz extracelular contribuindo com a
invasdo tecidual (MARQUES, 2012), inibe a expressao do MHC-II e a fungdo macrofagica,
sendo, assim, importante para a sua evasdo da resposta imunoldgica do hospedeiro
(FERREIRA; ALMEIDA, 2006). A gp43 funciona como um antigeno reconhecido pela maior
parte dos pacientes (100% dos soros) com PCM, apresentando-se em altas concentragdes na
forma aguda (juvenil) e desaparecendo do sangue circulante nas condigdes em que ¢ favoravel
a evolugdo do quadro clinico do hospedeiro (MARTINEZ, 2004), sendo assim considerado
um relevante marcador soroldgico para o diagnostico e para o acompanhamento dos pacientes
submetidos a tratamento farmacoldgico e monitoramento de pacientes com PCM

(MARTINEZ, 2004, MARQUES et al., 2004).

Outro fator de viruléncia ¢ a gp70 reconhecida por 96% dos soros de
pacientes. Esse constituinte inibi a fagocitose do fungo, induzida pela via receptor de manose
e receptor de por¢do Fc de imunoglobulina (FcR), e induz diminui¢do na liberagdo de o6xido

nitrico (NO) e de peroxido de hidrogénio (H,0,) (MATTOS GROSSO et al., 2003).

A gp30 e suas caracteristicas de adesao foram publicadas pela primeira vez
por Andreotti et al. (2005) que evidénciaram que a gp30 tem a capacidade de adesdo e esta

relacionada com a viruléncia de P. brasiliensis.

A PCM tem sido relatada como uma doenga autoctone do sul do México até
o norte da Argentina, restrita ao continente Americano. Nao ha relato de casos autoctones em
Belize e Nicaragua, na América Central, ou no Chile, Guiana, Guiana Francesa e Suriname,
na América do Sul (MARQUES, 2012a; MARQUES 2012). E a infecgio fungica sistémica
mais prevalente no Brasil, mas seu impacto sobre a satide publica nao foi totalmente avaliada
devido a falta de dados disponiveis (BELLISSIMO-RODRIGUES; MACHADO;
MARTINEZ, 2011).
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Testes de sensibilidade intradérmica com paracoccidioidina mostram niveis
de cerca de 10% da populagdo dos paises mais afetados; outros dados estimam que a
incidéncia anual em areas endémicas varie de 1 a 3 casos novos para 100.000 habitantes. A
auséncia de uma notificacdo compulsoria dos casos de PCM impede a existéncia de dados
precisos sobre a gravidade da doenga no Brasil. As informagdes disponiveis baseiam-se em
relatos de inquéritos e de séries de casos. (COUTINHO et al., 2002; SHIKANAI-YASUDA
et al., 2006). As taxas de mortalidade e letalidade atribuidas a8 PCM torna possivel estimar que
3.360 novos casos ocorram anualmente no Brasil (BELLISSIMO-RODRIGUES;
MACHADO; MARTINEZ, 2011).

A distribui¢do geografica desse fungo estd diretamente relacionada com o
clima. A maioria dos casos ocorre no troépico ou areas subtropicais com solos acidos e com
temperaturas variando de 17°C a 24°C, em altitudes entre o nivel do mar ¢ 1.500 m, ¢ com
chuvas entre 500 e 2.500 mm/ano. Nesses ambientes, o fungo existe como um saprofita de
plantas e solos (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008). Em paises endémicos, as residéncias
dos pacientes podem ser associadas a areas caracterizadas por uma atmosfera imida (altos
indices pluviométricos, presenca de florestas Umidas, e hidrovias), mais estavel e

temperaturas amenas (suaves) (RESTREPO; GOMEZ; TOBON, 2012).

A PCM ¢ relativamente rara em criancas ¢ adolescentes com
aproximadamente 2% de todos os pacientes, sendo menor de 10 anos de idade e 8% menor de
20 anos de idade. Em uma contagem de criangas e adolescentes (menor de 14 anos de idade),
menos de 15% de todos os casos, se enquadram nesta faixa etaria. A PCM ¢ a infec¢do mais
comum em homens de meia-idade (40-60 anos). Um ligeiro desvio deste padrao ¢ observado
em pacientes co-infectados com HIV que sdo mais jovens do que os restantes adultos

(RESTREPO; GOMEZ; TOBON, 2012).

Em uma recente revisdo de mais de 5.000 casos de PCM, Shankar et al.
(2011) constataram que 91,8% eram do sexo masculino e apenas 8,2% do sexo feminino. Ja
em criangas com menos de 10 anos ndo foram notadas nenhuma diferenca entre os géneros
em contradicdo com a predomindncia de pacientes adultos do sexo masculino. Embora a
prevaléncia ligeiramente diferente por sexo fosse visto em uma série de mil casos do Brasil,
com 85,8% do sexo masculino e 14,2% do sexo feminino, ¢ claro que a predominancia
masculina ¢ a regra. Sabe-se que os hormonios do sexo feminino, 17 B-estradiol, impede a

conversao do fungo de micélio para levedura, indicando assim, a existéncia de influéncias
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hormonais, provavelmente atuando em cooperagdo com as respostas imunitarias celulares

mais fortes presentes nas fémeas (RESTREPO; GOMEZ; TOBON, 2012).

E dificil apontar uma tendéncia racial nas areas endémicas, pois sio muito
comuns ragas mistas. Imigrantes em areas endémicas costumam desenvolver uma doenga
grave, indicativo de sua maior suscetibilidade ao fungo P. brasiliensis (RESTREPO;
GOMEZ; TOBON, 2012).

Dentre os individuos acometidos pela PCM, a maior incidéncia dos casos
ocorre com maior predominio em profissdes ou atividades que tenham contato direto com o
solo contaminado pelo fungo, observados principalmente em trabalhadores rurais, onde a
grande maioria exerceu atividade agricola nas duas primeiras décadas de vida (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006; RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008). Outros fatores de risco como
alcoolismo e o tabagismo estdo frequentemente associados, ao agravamento desta micose. A
prevaléncia de tabagismo ¢ de quase 100% em pacientes com a forma cronica do adulto da

PCM. Além disso, chama a atencdo a desnutri¢ao associada a micose (WANKE et al., 2005).

1.3. Manifestacgdes Clinicas

Ainda nao foi determinada com precisdo a via pela qual os individuos se
infectam com o fungo P. brasiliensis, entretanto, varias evidéncias clinicas e experimentais
indicam que a infeccdo ocorre por meio da inalacdo de propagulos da forma miceliana do
fungo conhecidos como conidios (BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993;
MARQUES, 1998). A PCM nao ¢ transmitida de pessoa a pessoa, pois na temperatura
corporal, o fungo esta na forma leveduriforme (RESTREPO-MORENO, 1993; SILVA et al.,
2000; SOUTO et al., 2000, ALMEIDA, 2005).

Apbs a instalacdo, inicialmente nos pulmdes, os conidios se transformam
em leveduras e podem ser fagocitados por macrofagos residentes. A partir de entdo as
leveduras podem ser eliminadas por células do sistema imune (macrofagos ativados); se
multiplicar ativamente causando a morte das células hospedeiras, com liberagdo de inimeras
leveduras, assim poderdo entdo infectar novas células; e por vias linfaticas e principalmente
hematogénicas com possivel disseminagdo para outros 0rgdos, ou entdo se manter em uma
forma latente, que podera se manifestar tardiamente (BRUMMER; CASTANEDA;
RESTREPO, 1993; ALMEIDA, 2005; WANKE; AIDE, 2009).
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No hospedeiro o sitio de infec¢do primaria da PCM, que muitas vezes ndo ¢é
aparente, ¢ o pulmdo. A infeccdo primaria € quase sempre subclinica em individuos
imunocompetentes. Se o hospedeiro torna-se imunodeprimido, uma reativacdo tardia
subsequente resulta em infec¢do cronica dos pulmdes ou de outros orgdos, especialmente os
tecidos mucoso ¢ cutaneo, os linfonodos, as adrenais ¢ o sistema nervoso central (ALMEIDA,

2005).

O fungo apés atingir os pulmodes, no hospedeiro, ¢ drenado para os
linfonodos regionais, estabelecendo uma lesdo linfatica satélite. As lesdes de inoculagdes e
linfatica regional formam o chamado “complexo primario”, que pode: 1) regredir, com a
destruicdo do fungo e a formacdo de cicatrizes estéreis; 2) regredir com a permanéncia de
fungos viaveis no interior das cicatrizes, formando focos quiescentes, 3) progredir, com o

aparecimento de sinais e sintomas da PCM (MONTENEGRO; FRANCO, 1994).

Quando baseada na resposta imunolédgica dos pacientes, a PCM tem sido
classificada, sob duas formas polares: (1) o polo hiperérgico, benigna, apresentando uma
infeccdo localizada com resposta imune celular intacta, e com o histopatologico mostrando
granulomas epitelidides compactos com poucos fungos e (2) o polo anérgico, maligna,
apresentando uma infec¢do disseminada com resposta imune celular deprimida e o
histopatologico apresentando inflamacdo cronica granulomatosa supurativa com extensivas
areas de necrose € um grande numero de células fungicas. Existem evidéncias que pacientes
de formas cronicas que pertencam ao podlo hiperérgico apresentam predominantemente
resposta tipo 1 (Thl), enquanto os do podlo anérgico apresentam a resposta

predominantemente tipo 2 (Th2), representada pelas formas agudas (MUSATTI et al., 1994).

O amplo espectro de manifestacdes clinicas da PCM provocou o
aparecimento de muitas classificagdes da doenca, que sdo derivados principalmente dos
orgdos ou sistemas infectados. Em 1987, foi proposta uma nomenclatura que se tornou uma
referéncia para a doenca, sendo a PCM classificada em: a) PCM infecgdo: subclinica,
detectada apenas pela reacao intradermica positiva; b) PCM doenca subdividida em: 1) forma
aguda ou subaguda acometendo geralmente jovens, de ambos os sexos, com tropismo do
fungo para o sistema reticulo-endotelial; 2) forma cronica: mais frequente e que acomete
geralmente individuo adulto do sexo masculino e que pode ser subdividida em: unifocal
quando um unico o6rgao ¢ afectado, geralmente os pulmdes e multifocal quando varios 6rgaos
sdo afetados; c) PCM residual ou sequelar: geralmente a doenga pulmonar obstrutiva cronica,

disfonia, e cicatrizes na laringe (FRANCO et al., 1987; MARQUES, 2012).
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A PCM infec¢do corresponde aos pacientes que se infectaram e
desenvolveram o complexo primério, mas niao desenvolveram a doenca, sendo apenas
identificados por reacdo intradermica de paracoccidioidina positiva. A frequéncia da infecgao
¢ variavel de acordo com a importancia da area endémica, ndo se observa de rotina, residuo
calcificado do complexo primario no parenquima pulmonar, podendo, entretanto, apresentar

da imagem radioldgica de linfonodomegalia hiliar (MARQUES, 1998; MARQUES, 2012a).

A forma aguda ou subaguda ¢ também chamada de PCM juvenil (tipo
juvenil) € responsavel por 3 a 5% dos casos da doencga, afeta predominantemente criangas e
jovens, de ambos os sexos na mesma proporgdo. E a forma mais grave da infecgdo, com a
supressdao da resposta imune celular e altos titulos de anticorpos especificos. Nesta forma o
desenvolvimento ¢ ainda mais rdpido no figado, bago, medula 6ssea e nddulos linfaticos sdo

comprometidos (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; ABREU E SILVA et al., 2013).

A forma cronica adulta da PCM acomete aproximadamente 90% de todos os
casos, com predominio no sexo masculino. Caracteriza-se por um envolvimento pulmonar
primaria e manifestagcdes extra-pulmonares secundarias. Esta forma ocorre preferencialmente
em pacientes adultos, especialmente os 30-50 anos de idade, seu curso € lento, levando anos
ou mesmo décadas, para se manifestar e, em seguida, para ser diagnosticada corretamente, a
doenca cronica ¢ muitas vezes confundida com tuberculose, cancer e outros doengas sistémica

(RESTREPO; GOMEZ; TOBON, 2012).

A forma crdnica apresenta um comprometimento progressivo do estado
geral, quer em unifocal ou multifocal. Na forma unifocal, apenas um 6rgdo ou sistema ¢
afetado, com imunidade celular e niveis de anticorpos moderados. No tipo multifocal, muitos
orgdos (pele, mucosas, pulmoes, glandulas supra-renais) e sistemas sdo afetados, com

depressdo variavel da imunidade humoral e celular (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).

PCM seqiielar ou residual sdo causadas por um processo inflamatdrio
cronico, que, em fases mais avangadas da resposta inflamatoria, conduz a um aumento da
producao de citocinas, com acumulo de coldgeno e a formagdo da fibrose, que causam
alteracdes anatdmicas e funcionais dos 6rgaos afetados. A fibrose pulmonar foi avaliada em
50% dos casos de doenca crdnica, seguido por uma doenca pulmonar obstrutiva crénica e as

suas complicagdes (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).
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1.4. Aspectos Imunoldgicos

O mecanismo de defesa do hospedeiro interage com o fungo no foco inicial
da infeccao. Se o fungo persiste, uma resposta imunologica especifica ¢ ativada para destruir
o0 parasita. Se os mecanismos de defesa forem ineficientes ocorre a adaptacao e transformagao

do fungo em leveduras e a instalacao da doenca (CAMARGO; FRANCO, 2000).

A imunidade inata tem sido definida como a primeira fase de resposta
imune e baseia-se nos elementos pré-existentes do sistema imunitdrio, que interagem
diretamente com todos os tipos de microrganismos, que conduzem a sua destrui¢do ou
inibi¢do do crescimento. A imunidade inata, que nao ¢ especifico a um patégeno em particular
e ndo gera memoria especifica, sdo mediadas por barreiras, elementos fisicos, quimicos e de
componentes celulares do sistema imunitario. A imunidade adaptativa, envolvendo linfécitos
antigenio-especificas ¢ mediada pela imunidade por linfécitos T que podem gerar linfocitos
Thl ou Th2, além de Th17 e linfocitos T reguladores e linfocitos com atividade citotoxica e
por linfécitos B com producgdo de anticorpos. Varios elementos da imunidade inata atuam em
conjunto para controlar o crescimento do patdgeno inicial e tém efeito profundo sobre a
resposta imune adaptativa que se desenvolve. Além disso, a maioria dos mecanismos efetores
da imunidade inata ¢ idéntica aos da imunidade adaptativa, que sdo ativados em fases

posteriores da resposta imune (CALICH et al., 2008; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012).

Alguns mecanismos naturais de defesa do hospedeiro tém sido investigados
em PCM, tais como a fagocitose, a quimiotaxia de leucocitos, células matadoras naturais
(NK), antecedentes genéticos e o sistema complemento (CAMARGO; FRANCO, 2000). Os
macrofagos alveolares interagindo com o fungo devem induzir a liberagdo de peptideos que
atraem neutrofilos, amplificando desta forma a resposta inicial (FRANCO et al., 1987;

CAMARGO; FRANCO, 2000).

Tem sido demonstrado que os neutrofilos e células circulantes do lavado
bronquioalveolar de pacientes que apresentaram niveis normais de atividade fagocitaria, como
de fagocitar e digerir Candida albicans, ndo apresentaram a capacidade para digerir ambas as
formas de levedura e conidios de P. brasiliensis sugerindo que isto pode representar uma

importante via de escape para P. brasiliensis (CAMARGO; FRANCO, 2000).

Macrofagos tém sido apontados como tendo um papel essencial na

imunidade ao P. brasiliensis. Em um estudo in vitro que avaliou a interacdo de monocitos ou
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macrofagos humanos com P. brasiliensis, foi possivel observar que as leveduras eram
facilmente fagocitadas pelos mondcitos ou macrofagos, preservando, todavia, sua capacidade
de crescimento no ambiente intracelular. Entretanto, quando os macréfagos foram tratados
com IFN-y, houve uma acentuada restricio da multiplicacdo do fungo (95% das células),
sugerindo que as leveduras de P. brasiliensis fagocitadas podem se multiplicar dentro de
mondcitos ou macroéfagos humanos e que esta multiplicagcdo pode ser inibida quando essas
células estao ativadas (MOSCARDI-BACCHI; BRUMMER; STEVENS et al., 1994). Tanto
macrofagos como mondécitos podem produzir um grande repertoério de citocinas e, 0s
monocitos de pacientes com PCM produzem citocinas pro e anti-inflamatdrias, como IL-1p,
IL-8, TNF-a, IL-6, IL-10 ¢ TGF-B. Esse desequilibrio na produgdo dessas citocinas pode ter
uma influéncia negativa na interacdo monocito-fungo, o que conduz ao crescimento do fungo

e sua habilidade de escapar do sistema imune do hospedeiro (KUROKAWA et al., 2007).

Os mondcitos ¢ os macrofagos também fagocitam, mas permitem a
replicacdo de P. brasiliensis. Quando esses macrofagos sao ativados por INF-y, observa-se
uma inibig¢do significativa da replicacdo intracelular de particulas fagocitadas, embora nao
ocorra a eliminacao total do agente infeccioso. Por outro lado, Calvi et al. (2003) observaram
que os mondcitos provenientes de pacientes, quando ativados, apresentavam atividade
fungicida mesmo com a cepa altamente virulenta, Pb18, sendo esta atividade dependente de
H,0,. Outra citocina que atua nos monocitos humanos induzindo atividade fungicida € o fator
de necrose tumoral (TNF-a), produzido em nivel elevado apds pré-ativacdo com INF-y em
monocitos estimulados com P. brasiliensis. A sua atividade fungicida foi verificada pela
neutralizagdo dessa atividade quando tratada com anticorpos anti-TNF-a (CALVI et al.,

2003).

As células NK que poderiam atuar na defesa possivelmente sdo moduladas
na PCM. Estudos in vitro, mostraram um efeito inibitorio direto nas células NK murina no
crescimento de P. brasiliensis e em modelo animal de infeccdo foram demonstradas que as
células NK sdo ativadas nas primeiras semanas de infec¢do, seguidas por uma diminuigdo da
sua atividade associado a depressdo da imunidade celular. Do mesmo modo, em pacientes
com PCM, as células NK circulantes foram encontradas em niimero elevado, mas mostraram

baixa atividade citotoxica (CALICH et al., 2008).

A imunidade adaptativa ¢ para efeito didatico, dividida em resposta celular
ou humoral. A imunidade celular ¢ coordenada principalmente pela subpopulagdo de

linfocitos T auxiliar ou helper CD4" (Thl), enquanto a humoral pela Th2 (ROMANI, 2004).
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Os linfocitos Thl e Th2 diferenciam-se a partir de uma célula T precursora denominada ThO,
caracterizada por secretar interleucina IL-4 e o interferon gama (IFN-y). A diferenga deste
precurssor em Thl ou Th2 ¢ dirigida principalmente, mas, ndo unicamente pelas citocinas (IL-
12 para Thl e IL-4 para Th2), produzidas por células da imunidade inata no inicio da
infec¢do. Desse modo, em uma resposta tipica a infec¢ao fingica, ocorre uma produgao de IL-
12 pelas c€lulas dendriticas (DCs) e macrofagos seguidos pela produgdo de IFN-y. Esse
cenario induz uma resposta mediada por Thl, que caracteriza a imunidade celular. Por outro
lado, a producdo inicial de IL-4 pelas DCs ou por outros leucécitos como basoéfilos,
mastocitos ou eosindfilos direcionam uma resposta do tipo Th2 (MALDONADO-LOPEZ;
MOSER, 2001; KIDD, 2003; ROMANI, 2004).

Na PCM humana, pacientes que desenvolvem a forma cronica geralmente
apresentam imunidade preservada, exceto em formas mais graves da doenca onde a
imunidade celular ¢ deficiente. Andlises histopatologicas de lesdes de pacientes com PCM
cronica mostram granulomas epitelidides tipicos, que circulam as lesdoes e dificultam a
multiplicagdo do fungo (MONTENEGRO, 1986). A PCM ¢ caracterizada como uma doenca
de padrao granulomatoso, sendo o granuloma a lesdo fundamental, apresentando-se como
compomente essencial na defesa anti-P. brasiliensis. Essa lesdo resulta de uma reagdo de
hipersensibilidade tardia (DHT) contra antigenos do agente infeccioso, ocorrendo também em
outras doengas infecciosas, como tuberculose, hanseniase e histoplasmose. O
desenvolvimento do granuloma permite a contencdo do patégeno, impedindo sua
disseminagdo pelo organismo (ROMANI, 1997). O macrofago ¢ a principal célula integrante
do granuloma, apresentando atividades microbicidas e de apresentador de antigeno, além de,
juntamente com linfécitos T, produzir citocinas. Plasmdcitos, eosindfilos e fibroblastos

também estdo presentes no granuloma (DE BRITO; FRANCO, 1994).

Na PCM benigna ou localizada observa-se o desenvolvimento de resposta
imune celular de padrdo Thl com produgio de IFN-y, IL-2 € TNF-¢, € baixos niveis de 1L4,
IL-5, IL-10 e anticorpos. Enquanto que na PCM disseminada ocorre indugdo de resposta
imune celular do tipo Th2 com elevados niveis de 1L4, IL-5, IL-10 e anticorpos, a ativacao
policlonal da c€lula B € comprometimento da produgdo de IFN-y (ABREU E SILVA et al.,,
2013). Na forma cronica unifocal encontra-se niveis mais elevados de anticorpos do tipo IgG1
enquanto que na forma cronica multifocal observa-se niveis elevados de IgG4 e IgE. Niveis

elevados de anticorpos especificos sdo detectados em PCM da forma aguda quando

comparada com a forma cronica (MAMONI et al., 2001; MAMONI et al., 2002).



26

1.5. Modelos experimentais utilizados no estudo da PCM

A utilizagdo de modelos animais para tentar elucidar os mecanismos da
doenca em humanos tem sido proposto desde a sua descrigdo por Lutz (1908). O primeiro
trabalho bem sucedido utilizando a infec¢do experimental foi feito por Montenegro (1927),
onde cobaias inoculadas, pela via intratesticular, com uma suspensdo de tecidos humanos
infectados apresentaram, em 100% dos casos, uma orquite especifica. Desde entdo, os
diversos modelos experimentais utilizados na PCM tém fornecido importantes explicacdes
para a compreensao de varios aspectos da doenca, além de permitirem o acompanhamento da
infeccdo desde seus estagios iniciais, 0 que nao € possivel nos estados realizados a partir de

biopsias e necropsias humanas (KERR et al., 1988).

Espécies animais distintas exibem diferentes graus de susceptibilidade a
infec¢do por P. brasiliensis; e dentro de uma mesma espécie animal, esta variagdo também
ocorre, estando relacionada a idade, sexo e linhagem do animal, viruléncia de P. brasiliensis e
via de inoculagdo utilizada. O modelo animal permite avaliar a intera¢do parasita-hospedeiro,
a morfologia do fungo nos tecidos, o estudo da resposta imune celular e humoral, a progressao
da doenga desde o momento da infeccdo, sua disseminacdo, o papel da resposta imune no
desenvolvimento da doenga, o estudo de acdo de medicamentos € o dimorfismo do fungo

(COELHO et al., 1994).

Os camundongos podem ser classificados em muito resistente (A/Sn),
resistente (C3H/He), intermediario (C3H/HeB, C57B1/10, CBA, BALB/c) e susceptivel
(B10.A, B10D2/oSn e B10D2/nSn), quanto a sua suscetibilidade a infec¢ao pelo P.
brasiliensis. Foi demonstrado que independente da rota de inocula¢do, a producdo de
anticorpo total especifico pelos camundongos suscetiveis ¢ mais precoce e com titulagdo mais
alta quando comparados com os de linhagem considerada resistente (CALICH et al., 1985;

VAZ et al., 1992; SINGER-VERMES et al., 1993; CALICH; KASHINO, 1998).

Na PCM experimental, camundongos também demonstraram que a
resisténcia a infeccdo estd associada a imunidade celular com resposta Thl e ativacdo dos
fagocitos, enquanto a susceptibilidade esta relacionada com a ativagdo preferencial dos
linfécitos B e aumento nos niveis de Igs (SINGER-VERMES, et al., 1993; CACERE, et al.,
2002; SOUTO et al.,, 2003). Camundongos nocaute para o gene de INF-y produzem

granulomas desorganizados com baixo numero de macrofagos e neutréfilos e doenca
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disseminada e os camundongos nocautes para TNF-a sdo incapazes de produzir granulomas.
Ja os linfécitos de camundongos resistentes produzem interleucina-2 (IL-2) e INF-y, durante
todo o curso da infec¢do. A importancia de INF-y na protecdo tem sido evidenciada pela
conten¢do da infeccdo pelos macrofagos ou pela neutralizagdo de adi¢do de anticorpos anti-
INF-y ou mesmo com a utilizagdo de camundongos nocaute para INF-y (CALICH;
KASHINO, 1998). Cavassani et al. (2006), demonstraram que a participacao de linfocitos T
regulatorios devem participar controlando tanto a resposta imune local como sistémica na

PCM.

A depressao da imunidade celular na PCM, possivelmente, ¢ causada pela
propria infecgdo, uma vez que a mesma ¢ reversivel quando a terapia especifica ¢ bem
sucedida (MUSATTI et al., 1994; BERNARD et al., 1996; SUGIZAKI et al., 1999). Os
possiveis mecanismos utilizados pelo fungo para induzir a imunossupressdo incluem varios
fatores e ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Dentre esses, inicialmente foi demonstrada
a presenca de fator supressor, em soros de pacientes com PCM, com capacidade de deprimir a
resposta linfoproliferativa, sendo essa depressdao reversivel e restaurada com sucesso da
terapia e remissao da doenga (MUSATTI et al., 1994; BERNARD et al., 1996). Sugizaki et al.
(1999) demonstraram que a presenga de antigenos em soro de pacientes diminui a resposta
proliferativa de células mononucleares de sangue periférico (PBMC), e segundo Freitas da
Silva e Roque Barreira (1992), pacientes com as formas graves e disseminadas da doenga
apresentam concentracdes maiores de antigenos soluveis circulantes. Os imunocomplexos
circulantes também sao citados como fatores supressores da resposta imune celular na PCM
(CHEQUER-BOU-HABIB, 1989; SUGIZAKI et al., 1999; BRUMMER; CASTANEDA;
RESTREPO, 1993).

1.6. Paracoccidioidomicoses e doengas associadas

Os pacientes co-infectados com P. brasiliensis e HIV apresentam menores
titulos de anticorpos especificos quando comparados aos pacientes com apenas PCM. Este
resultado aponta para a intensidade menor da resposta humoral especifica, o que pode ser
explicado pela disfuncdo de células B associadas com o HIV e, possivelmente, com a rapida
progressio da PCM nestes casos. Imunossupressdo grave com niveis baixos de CD4" favorece

o estabelecimento da PCM, que pode ser o primeiro sinal de imunossupressao do HIV.
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Portanto, a manifestacao simultanea destas duas doencgas esta associada com
uma taxa de mortalidade elevada. No entanto, as taxas de co-infec¢do ¢ baixo, provavelmente
porque os pacientes de AIDS sdao muitas vezes sob a profilaxia utilizados medicamentos
rotineiramente no tratamento da PCM como sulfonamidas e derivados azo6licos. Além disso,
as diferencgas epidemiologicas entre essas doencas, onde a AIDS ndo € tdo frequente em zonas
rurais, como ¢ PCM, também sdo responsaveis por essas baixas taxas de co-infeccdo (ABREU

E SILVA et al., 2013).

A PCM pode estar associada a co-morbidades, tais como: doenga de
Hodgkin, leucemias, linfomas e carcinomas, especialmente de pulmao, orofaringe e

carcinomas da laringe.

Outro aspecto importante a considerar ¢ a perspectiva de um aumento no
nimero de casos da doenga, devido ao aumento do niimero de transplantes de 6rgaos solidos,
como esses procedimentos ndo existem triagem rigorosa dos doadores provenientes de areas
endémicas. Dois desses casos sao de um doador de rim imunocompetente e assintomatico que
tinha tecido adrenal infectados com P. brasiliensis, mas sem disfun¢do glandular e um
transplante renal ligada a PCM, a qual foi identificada apenas no momento da necropsia

(ABREU E SILVA et al., 2013).

Nos casos de associagdo PCM e AIDS apresenta-se de forma semelhante as
aguda/subaguda graves da doenga, com tropismo para o sistema monocitico-fagocitario,
provavelmente, resultante da reativagdo de um foco latente. Conjunto do sistema nervoso
central e envolvimento ocular, simulando toxoplasmose, pode ser a manifestagio PCM em
pacientes soropositivos. O teste paracoccidioidina € quase sempre negativo e a sorologia pode
ser negativa ou pode apresentar titulos baixos. Os anticorpos anti-P. brasiliensis estdo
presentes em apenas cerca de 60% dos casos. Nestes pacientes, a taxa de mortalidade
especifica ¢ elevada, atingindo 25% a 30%. PCM pode ser a primeira manifestacdo clinica
revelando a imunossupressao. No entanto, a incidéncia de individuos co-infectados ¢ baixa,
provavelmente devido a alta prevaléncia da PCM e menores casos de infec¢do por HIV em
areas rurais, ¢ o uso generalizado de medicamentos antifiingicos por pacientes soropositivos

(RAMOS E SILVA; SARAIVA, 2008).

A associacdo de PCM com outras doengas, infecciosas ou nao, tem sido
relatada frequentemente com tuberculose (URIBE et al., 1966; MONTOYA-RODRIGUES;
RESPTREPO-MORENO, 1966; GOMEZ, 1979; VALLE et al., 1992a), criptococose
(BERNARD et al., 1996a), neoplasias (LEAO; MENDES, 1980), estrongiloidiase (VALLE et
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al., 1992b). Geralmente ¢ dificil diagnosticar a doenga primaria, entretanto, as alteragdes
fisiopatologicas produzidas pela PCM poderiam facilitar o aparecimento da doenga associada
e vice-versa, tornando-se importante detectar a presenga dessas associagdes € sua repercussao

na evolucao dos pacientes (WANKE et al., 2005).

1.7. Aspectos gerais da Esquistossomose mansoni

A esquistossomose no Brasil, cujo principal agente etioldogico ¢ o
Schistosoma mansoni, tem grande importancia nas discussdes sobre satide no mundo devido a
sua abrangéncia espacial e continental. Ocupa a segunda posi¢cdo no ranking das doengas
tropicais, superada apenas pela maléria, registrando altos indices de morbidade. E considerada
uma doenga insidiosa e incapacitante em idades precoces, porém raramente fatal e esta

relacionada principalmente a auséncia ou a precariedade de saneamento basico (WHO, 2012).

A esquistossomose ¢ considerada uma das doencas endémicas mais
importantes e mais difundidas do mundo, estima-se que infecte cerca de 200 milhdes de
individuos (BINA; PRATA, 2003) e cerca de 600 milhdes estdo em area de risco
(CHITSULO et al., 2000; LAMBERTUCCI, 2010) em 76 paises e territorios da América do
Sul, do Caribe, Africa e da regido Oriental do Mediterraneo (KATZ; PEIXOTO, 2000,
AMARAL et al., 2006, LAMBERTUCKCI, 2010), principalmente em areas rurais agricolas e
urbanas periféricas (CARVALHO; LIMA, 2001). Constituindo grande problema de satde
publica, essa endemia estd associada, a pobreza e ao baixo desenvolvimento econdmico que
gera a necessidade de utilizagdo de 4dguas naturais contaminadas para o exercicio da

agricultura, trabalho doméstico e/ou lazer (KATZ; PEIXOTO, 2000).

No Brasil, a drea endémica para esquistossomose se encontra em expansao,
abrangendo 19 estados com aproximadamente 26 milhdes de habitantes expostos aos riscos de
infeccdo e cerca de 2,5 milhdes de pessoas infectadas, dados fornecidos em 1999 pela
Fundagdo Nacional da Saude (GAZZINELLI et al., 2002) e de acordo com Lambertucci
(2010) os dados estdo em torno de 4 a 6 milhdes de pessoas infectadas. Katz; Peixoto (2000)
ressalta o problema da esquistossomose no pais, relacionando sua endemicidade com a
pobreza e baixo desenvolvimento econdmico. Antes da implantagdo, no Brasil, do Programa
Especial de Controle da Esquistossomose (PECE), a esquistossomose atingia entre dez a doze

milhdes de pessoas, sendo considerada uma das mais importantes areas de ocorréncia da
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doenca (BINA; PRATA, 2003). Alguns estudos regionais mostram uma situagdo preocupante
e ainda longe da erradicagdo do parasito ou da sua transmissdo (CUTRIM; CHIEFFI; DE
MORAES, 1998).

No Estado do Parana ha focos isolados da Esquistossomose mansoni.
Inquéritos epidemioldgicos feitos por meio de pesquisas de ovos em fezes verificaram que,
dos 399 municipios do estado, 54 sdo considerados endémicos (MINAMI, 2005). As areas
variam de baixa a alta prevaléncia, Londrina com 3,5% (DUTRA-MENEZES et al., 1999a,
1999b) e Bandeirantes com 22% (MELO; SIEVERTE; DUTRA-MENEZES, 2001).

A esquistossomose ¢ uma doenga parasitaria cronica, que pode evoluir para
complicacdes graves, debilitante e, em cerca de 10% dos casos, fatal (PASSOS; AMARAL,
1998; WHO, 2002). A infec¢ao por Schistosoma mansoni, ¢ a tnica espécie do género que
ocorre de forma autoctone no Brasil (AMARAL; PORTO, 1994).

A esquistossomose mansoni causa um amplo nivel de morbidades, o
desenvolvimento dos quais parece ser influenciado em grande parte pela natureza da resposta
imune induzida e seus efeitos na formacdo do granuloma e das patologias associadas nos
orgdos afetados. Duas principais condi¢des clinicas sdo reconhecidas em individuos
infectados com S. mansoni: esquistossomose mansoni aguda ¢ créonica (PEARCE; MAC
DONALD, 2002).

Schistosoma mansoni ¢ a unica espécie dentro do grupo de interesse médico
e sanitario nas Américas, e desenvolve sua fase adulta como parasito da luz dos vasos
sanguineos do homem e de outros mamiferos, habitando as vénulas do plexo hemorroidario

superior € as ramificagdes mais finas das veias mesentéricas inferiores (REY, 2008).

O helminto Schistosoma mansoni requer dois hospedeiros para completar o
ciclo de vida: um molusco aquatico (caramujo do género Biomphalaria) e um vertebrado
(homem e outros mamiferos). O parasita tem um ciclo de vida complexo, composto por seis
estagios. Apos a liberacdo dos ovos nas fezes, estes entram em contato com a agua, resultando
na eclosao dos miracidios. Esse processo ¢ dependente de temperatura, luz e diluigdao das
fezes na agua. Os miracidios entdo nadam em busca do caramujo (hospedeiro invertebrado) e
o invadem. Apoés a invasdo do hospedeiro intermediario, ocorre uma multiplicacdo do parasita
através de varias geragdes de esporocistos (primarios, secundarios, terciarios e etc.) e depois
cercarias. As cercarias emergem do caramujo durante a luz do dia e nadam a procura de um

hospedeiro definitivo (MELLO; COELHO, 2005; REY, 2008).



31

A infecgdo pelo S. mansoni ocorre por meio da penetragdo das cercarias na
pele, consequéncia da atividade litica de suas glandulas e pela acdo mecanica promovida
pelos seus movimentos vibratérios intensos. Concomitante a esse processo ocorre a perda da
cauda. Apos a penetragdo, as larvas resultantes denominadas esquistossomulos, migram
através dos tecidos subcutaneos e, ao penetrarem num vaso sanguineo sdo levadas
possivelmente da pele para os pulmdes, pelo sistema vascular sanguineo, via coragdo direito.
A migracao pela via sanguinea ocorre das arteriolas pulmonares e dos capilares as veias
pulmonares, chegando ao coracdo esquerdo. Acompanhando o fluxo sanguineo, os
esquistossomulos que ganham o sistema porta-hepatico se desenvolvem em vermes adultos,
machos ¢ fémeas. Os vermes adultos migram, acasalados, para o territorio das veias
mesentéricas inferiores onde fazem a ovoposi¢do. Os ovos depositados aparecem nas fezes
apods passarem pelos tecidos da mucosa intestinal ou ganham a circulagdo porta-hepatica e
alcangam os espagos porta, levando a formagao de granulomas, que sdo caracterizados pela
reacdo inflamatdria aos antigenos do ovo, seguida da produgdo de colageno, podendo evoluir
para um quadro de fibrose hepatica (WYNN; CHEEVER, 1995; ANDRADE, 2004;
BAPTISTA; ANDRADE, 2005; WYNN, 2007; CALDAS et al., 2008; ANDRADE, 2009).

A infec¢do humana por S. mansoni costuma ser, em geral, na maioria das
vezes, assintomatica ou oligossintomatica (REY, 2008). A susceptibilidade do hospedeiro a
infeccdo esta ligada a varios fatores, tais como cepa do parasito, carga parasitaria adquirida,
idade, estado nutricional e resposta imunitdria da pessoa. De todos estes fatores sao
considerados os mais importantes a carga parasitaria e a resposta do sistema imune do
paciente (MELLO; COELHO, 2005, PORDEUS et al., 2008). Ha duas fases
imunologicamente distintas durante a infec¢ao da esquistossomose: fase aguda e fase cronica

(CALDAS et al., 2008).

Na fase aguda da infeccdo, pode ocorrer a dermatite cercariana, com
inflamacao da pele no local da penetracdo da cercaria. Essa reagdo dura cerca de dois dias e
depois regride. Esse mesmo processo de inflamagdo pode ocorrer nos pulmoes, durante a
etapa de migragdo dos esquistossomulos. Nessa fase podem ocorrer ainda sintomas como
febre alta, tosse, cefaleia, esplenomegalia, linfadenopatia, diarreia e quadros de alergia. Os
sintomas da fase aguda coincidem com o inicio da deposi¢do de ovos pela fémea

(MATHIESON; WILSON, 2010).

Na patogénese, o ovo € o principal elemento, havendo também participacao

de vermes vivos e mortos e de complexos imunes derivados do antigeno do parasito
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(GASPARINI; PORTELLA, 2004). Os antigenos sao secretados principalmente pela
membrana interna da casca do ovo maduro, esses atravessam os poros dos ovos
disseminando-se nas circunvizinhangas. Estes antigenos, denominados de antigenos soluveis
dos ovos (SEA — Soluble Egg Antigens) induzem tanto a resposta imunoldgica humoral

quanto a celular e sdo elementos na formagao da reagdo granulomatosa e, portanto, da doenca

(MELO; COELHO, 2005).

Na fase cronica da doenga, a lesdo tipica ¢ o granuloma formado ao redor
dos ovos retidos no figado e intestinos do individuo infectado, sendo uma resposta imune
celular aos antigenos secretados pelo ovo do S. mansoni (FALLON; DUNNE, 1999;
RUMBLEY et al., 1998; STADECKER; HERNANDEZ, 1998; LUNDY; LERMAN;
BOROS, 2001; PEARCE; MACDONALD, 2002; STAVITSKY, 2004; SARVEL et al, 2006).
Inicialmente, os ovos maduros presentes nos tecidos sdo imobilizados ¢ envoltos por uma
reacdo inflamatéria. Em torno deles surgem os macrofagos e depois aparecem eosinoéfilos,
neutrofilos, linfocitos, plasmocitos e fibroblastos, e o recrutamento e migracao destas células
para o local de inflamac¢do sdo controlados pelas citocinas (KAPLAN et al., 1998). Assim que
os miracidios morrem, os neutrofilos diminuem, porém, os macrdéfagos ativados envolvem e
destroem os restos parasitarios; em seguida, fibras reticulares sdo depositadas formando
camadas concéntricas, € os macrofagos transformam-se em fibroblastos, que também se
dispdem concentricamente, envolvendo a casca do ovo e formando um tecido cicatricial, ao
conjunto do qual se d4 o nome de granuloma (BOROS; WARREN, 1970; BYRAN; VON
LICHTENBERG, 1977; NEVES, 2006).

A doenca, no homem comega a se cronificar a partir dos seis meses apos a
infec¢do, podendo evoluir por muitos anos. Aparecem os sinais € sintomas de evolu¢ao da
patologia no acometimento de vdarios oOrgdos, com niveis extremos de gravidade. As
manifestagdes clinicas variam, dependendo da localizagdo do parasito e da intensidade da
carga parasitaria, podendo apresentar as formas intestinal, hepatointestinal, hepatoesplénica e
até neurologica (PORDEUS et al., 2008). A forma cronica intestinal, geralmente
assintomatica, ¢ a mais frequentemente encontrada em pacientes infectados que vivem nas
areas endémicas. Nesta forma, os sintomas sdo geralmente leves com perda de apetite,
dispepsia e desconforto abdominal, sendo o sintoma mais comum a diarréia. Embora nao
existam estudos detalhados relacionados a forma hepatointestinal, pacientes portadores desta
forma clinica apresentam uma hepatomegalia ndo associada a esplenomegalia. A forma

hepatoesplénica ¢ a forma mais grave da esquistossomose mansoni e caracteriza-se pelo



33

aumento consideravel do baco e do figado em consequéncia da fibrose periportal, central e
periférica, que podem levar a complicacdes significativas como hipertensdo porta, hipertensao
pulmonar, cor pulmonale e obstrucdo de vasos sanguineos, os quais podem romper-se
causando hemorragia (LAMBERTUCCI et al., 2000; MELLO; COELHO, 2005;
LAMBERTUCCI; SILVA; VOIETA, 2005; ANDRADE, 2008).

Dependendo da localizacdo, o granuloma pode relacionar-se a formas graves
de fibrose hepéatica, aumentando a pressdo periportal, hepato e esplenomegalia (ANDRADE,
2008). De fato, os ovos de Schistosoma ou mesmo extratos de ovos sdo capazes de induzir a
reacdo granulomatosa e também interagem com células endoteliais, induzindo a producao de
citocinas que vao facilitar os mecanismos de adesdo do ovo (LENZI et al., 2008). Assim que o
miracidio morre, o granuloma diminui, deixando placas fibrosas em seu lugar. Essas placas
aumentam a pressdo sanguinea portal, assim como o didmetro da veia porta (PEARCE;

MACDONALD, 2002; LENZI et al., 2008).

1.8. Aspectos imunologicos

Na esquistossomose, o sistema imune do hospedeiro € exposto a uma série
de antigenos derivados do parasito e do ovo. A agressdo tecidual decorrente desses agentes
incita uma resposta inflamatoria capaz de ativar o sistema imune celular e humoral

(STADECKER et al., 2004).

Durante o periodo pré-patente da infeccdo, as primeiras 4—5 semanas,
depois da exposicao a cercaria, a resposta imune ¢ principalmente Th1, e como seria esperado,
determinado o estagio da vida que o hospedeiro ¢ exposto durante este tempo, a resposta ¢
dirigida principalmente contra antigenos do helminto adulto (PEARCE et al., 2004). Seis a
oito semanas apds a primeira exposi¢do inicia-se a fase aguda da doenca, conhecida como

sindrome toxémica (RABELLO et al., 1997; DE JESUS et al., 2002).

A resposta imune na fase inicial da infecg¢ao pelo S. mansoni é do tipo Thl,
com produgdo de IFN-y e também de citocinas pro-inflamatorias, a exemplo do TNF-a, IL-6
e IL-1 (WYNN et al., 1998; MONTENEGRO et al., 1999; DE JESUS et al., 2002, BURKE et
al., 2009). Esta resposta tem sido associada a destrui¢ao de esquistossdmulos no pulmao com

ativacdo de macrofagos pelo IFN-y. A fase aguda ¢ entdo modulada, de forma que na fase
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cronica a resposta ¢ polarizada para o tipo Th2 e regulatdria, caracterizada pela produgdo de
IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10, com baixos niveis de IFN-y (GAZZINELLI; COLLEY, 1992;
ARAUIJO et al., 1996; FINKELMAN et al., 1997, CORREA-OLIVEIRA et al., 1998). Esta
mudanga no padrdo de resposta tem sido relacionada a producao de IL-4 e IL-10 induzida por
antigenos do ovo, o qual coincide com o inicio da ovoposicdo (GRZYCH et al., 1991;
MONTENEGRO et al., 1999; SILVEIRA et al., 2004). A resposta Th2 atinge seu pico a cerca
de 8 semanas apos a infec¢do e, em seguida modulada com a progressdo para a infecgdo

cronica (BURKE et al., 2009)

A citocina IFN-y, do tipo Thl, foi considerada antifibrogénica, pela sua
capacidade de inibir a producdo de proteinas de matriz extracelular, tais como colageno e
aumentar a sintese de metaloproteinases, responsaveis pela degradacdo do colageno
(DUNCAN; BERMAN, 1985; MALLAT et al., 1995; DESSEIN et al., 2004). Por sua vez, o
TNF-a, outra citocina Thl, foi associada com o risco de desenvolver fibrose grave em

individuos infectados (HENRI et al., 2002; BOOTH et al., 2004).

Durante a ultima década, a IL-4 tem sido proposta na esquistossomose como
sendo uma molécula fundamental na diferenciacao para a resposta do perfil Th2 (MCKENZIE
et al., 1999). O papel da IL-4 ja foi bastante explorado. Trabalhos mostram que o tratamento
com anti-IL-4 leva a uma diminui¢do da fibrose hepatica apesar de pouca interferéncia no
tamanho dos granulomas neste o6rgdo (CHEEVER et al., 1994; ELTOUM et al., 1995).
Entretanto, a adicdo exdgena dessa citocina leva a um aumento do tamanho dos granulomas

hepaticos (YAMASHITA; BOROS, 1992).

A IL-10 foi associada a supressdo da resposta Thl, sendo, portanto, o perfil
de resposta Th2 associado com a protecdo e a geracdo da cronicidade das infecg¢des
esquistossomoticas por controlar a resposta granulomatosa ao redor dos ovos (FINKELMAN

etal., 1991; STADECKER; FLORES VILLANUEVA, 1994).

A TL-10 nos estagios iniciais da resposta granulomatosa age suprimindo a
producao de citocinas Thl, como o IFN-y (HOFFMANN et al., 2000). Outras fungdes
promovidas por esta citocina estdo relacionadas a sua atividade inibitéria sobre a ativacao da
célula T, a producdo de IgE, o recrutamento de eosindfilos e a ativacdo de macrofagos.
Agindo nos macrofagos, modula sua atividade antimicrobiana, inibe a atividade co-

estimulatéria e a producdo de citocinas pro-inflamatorias. A IL-10 também inibe a
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diferenciagdo de células dendriticas e suprime a produgdo de quimiocinas inflamatdrias e

citocinas do tipo Thl e Th2 (BORISH; STEINKE, 2003; BURKE et al., 2009).

A fun¢do predominante da IL-17 ¢ o de mediador inflamatério e esta
presente em varias doengas inflamatorias de curso cronico (STEINMAN, 2007). A IL-17
estimula a producao de IL-6, 6xido nitrico e prostaglandinas E, (PGE,) e atua em sinergismo
com outras citocinas inflamatorias, a exemplo da IL-1p, TNF-a e IFN-y, além de promover a
proliferacdo e o recrutamento de mondcitos e neutrdfilos para os sitios inflamatorios
(RUTITZKY et al, 2005; RUTITZKY; STADECKER, 2006; WILSON et al., 2007,
RUTITZKY et al., 2008). Rutitzky et al. (2005) demonstraram que a neutralizagdo da IL-17
resulta em inibi¢do da imunopatogenia hepatica, reforcando a participacdo direta desta

citocina na formacgao do granuloma em modelos experimentais.

O TGF-B é uma citocina pleiotropica produzida por células T reguladoras, e
foi associado a fibrose em virtude de sua habilidade de induzir a deposi¢do de coldgeno,
inibindo metaloproteinases de matriz (LETTERIO; ROBERTS, 1998; FARAH et al., 2000).
O TGF-B constitui um importante fator quimiotatico para macrdfagos e contribui para a
producao de IgA pelas células B. No processo de formagdo do granuloma e formagao da
cicatriz fibrotica, o TGF-f participa promovendo a formagdo de componentes da matriz
extracelular (MEC) e a produ¢do de coldgeno (FARAH, et al., 2000; WYNN, 2003; LI et al.,
2006). Alguns autores, porém, sugerem ndao haver influéncia do TGF-B no processo de
agravamento da fibrose hepatica (JESUS et al., 2004), ou até mesmo, que esta citocina em
associagdo com a IL-10, teria um papel protetor contra o desenvolvimento da fibrose
(REMOUE et al., 2001; KITANI et al., 2003; HESSE et al., 2004; ALVES OLIVEIRA et al.,
2006).

1.9. Modelos experimentais utilizados no estudo da Esquistossomose mansoni

Os modelos experimentais animais sdo extremamente Uteis para a melhor
compreensdo de diversos processos infecciosos (DRUILHE; HAGAN; ROOK, 2002). Na
esquistossomose mansoni diversos modelos experimentais ja foram utilizados para avaliar a
infeccdo, desde modelos simples até os mais complexos para descobrir possiveis controles ou

melhores condutas terapéuticas para essa parasitose ¢ t€m trazido grande contribui¢do ao
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conhecimento da patologia, patogenia e fisiopatologia da parasitose, nas suas fases aguda e

cronica (CHEEVER et al., 2002).

A caracterizagdo das fases aguda e cronica, no modelo murino, ¢
relativamente dificil, mas a infec¢cdo ¢ considerada aguda aproximadamente até a 6* semana
(WYNN et al., 1998) e cronica a partir da 12* (FALLON, 2000; PEARCE; MACDONALD,
2002).

Na esquistossomose murina, a resposta do tipo Thl estd associada com
protecao a infecgdo, enquanto que a resposta do tipo Th2 correlaciona-se com a morbidade
induzida pelos ovos do parasito. J& na esquistossomose humana, a dicotomia Th1/Th2 nao ¢
tdo evidente na resisténcia a infeccdo ou na morbidade (HAGAN, 1991). Em modelo
experimental, a resposta do tipo Thl com produgdo de IFN-y também tem sido associada a
prote¢do contra a infec¢do, sendo uma resposta equilibrada do tipo Thl e Th2 sugerida como

protetora (BRITO et al., 2000).

Hoffmann et al. (2000) demonstraram, em modelos experimentais, que IL-
10 ¢ essencial para prevenir os efeitos deletérios provocados por uma resposta Th2
exacerbada em camundongos deficientes de IL-10. A avaliacdo do papel da IL-4 na
esquistossomose experimental utilizando animais knockout ndo mostrou grandes diferencas no
tamanho dos granulomas hepaticos nos animais deficientes dessa citocina (PEARCE et al.,
1996; METWALI et al., 1996). Jankovic et al. (1998) utilizando camundongos knockout para
o receptor de IL-4, que ndo respondem a IL-4 e a IL-13, mostraram uma completa abolicao da
formag¢ao do granuloma. Além disso, a remog¢ado de IL-4 resulta em uma alta mortalidade, pelo

desenvolvimento de endotoxemia (FALLON et al., 2000).

Na esquistossomose experimental, Mola et al. (1999), usando o modelo de
reinfeccdo em babuinos, correlacionaram altos niveis de TGF-B com a diminuicdo do
granuloma, e na esquistossomose humana, Alves Oliveira et al. (2006) encontraram uma
associacdo inversa do TGF-B com fibrose, avaliando grupos de individuos com diferentes
graus de fibrose. Em concordancia com esses autores, Kitani et al. (2003) sugerem que o
TGF-B pode controlar a progressao da fibrose induzindo a sintese de IL-10 pelas células T

reguladoras.

Em modelos experimentais a administracdo de IFN-y exdgeno, durante a
infeccdo esquistossomotica, levou a uma inibicdo da fibrose hepatica com pequena

diminui¢do do tamanho do granuloma (CZAJA et al., 1989). Entretanto, quando se adicionava
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anticorpos anti-IFN-y ndo foi observado efeito significante no processo patoldgico hepatico
(SHER et al., 1990), enquanto que nos pulmdes a neutralizacdo de IFN-y proporcionou um
aumento dos granulomas (WYNN et al., 1994). Estudos recentes, utilizando S. japonicum tém
demonstrado que IFN-y ¢ um forte indutor da producao de 6xido nitrico (NO), que possui
grande importancia na patologia da esquistossomose bem como também, ¢ um regulador das
citocinas do perfil Th2, as quais possuem papel central na formacdo dos granulomas

(HIRATA; FUKUMA, 2003).

1.10. Esquistossomose mansoni e doengas associadas

Medeiros et al. (2003) ao avaliarem a evolugao da asma em pacientes com e
sem infec¢do pelo S. mansoni, observaram um curso mais leve da asma nos
esquistossomoticos. Estes autores sugerem que na esquistossomose mansoni a sintese de IL-
10 pode modular a reacdo de hipersensibilidade ao diminuir a liberagdo de histamina e outros

mediadores liberados pelos mastocitos, proporcionando um curso mais ameno para a asma.

Em virtude da infecgdo pelo S. mansoni resultar em uma importante
modulagdo da resposta imune, tem sido dado atengao, tanto em modelos experimentais como
no homem a possibilidade da esquistossomose atenuar estas doencas, que habitualmente
apresentam uma resposta importante polarizada para Th1 ou Th2 (CARVALHO; ANDRADE,
2005). A modulacdo da resposta imune constitui-se no principal aspecto de interesse para o
entendimento das co-infecgdes de S. mansoni com outros agentes infecciosos, desde que esta
supressdo da resposta imunoldgica ndo ocorre somente contra antigenos de S. mansoni, mas

também contra outros antigenos (CARVALHO; SANTOS; JESUS, 2008).

A resposta inflamatoria que ocorre na forma aguda da esquistossomose ¢
modulada negativamente pela produgdo de IL-10. Por isso, a forma cronica da doenca ¢
caracterizada por uma inibi¢do da resposta imune Thl e Th2. A IL-10 favorece a persisténcia
de outros patdgenos, no entanto, pode reduzir a resposta inflamatdria nas doengas alérgicas e
auto-imunes (CARVALHO; SANTOS; JESUS, 2008). Existem estudos clinicos mostrando
que a infecgdo pelo S. mansoni pode atenuar as manifestagdes clinicas da asma bronquica. Em
estudos avaliados por Medeiros et al. (2003), observaram que pacientes com asma €
esquistossomose tiveram menos crise € sintomas menos graves de asma. Por outro lado, o

tratamento da esquistossomose em pacientes com asma foi acompanhado do aparecimento de
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sintomas graves de asma. A modulagdo da resposta Th2 nesses pacientes tem uma
participagdo importante da IL-10 sendo demonstrada que os linfocitos de pacientes com asma
e S. mansoni produzem mais IL-10 do que pacientes com asma sem infecgdo por S. mansoni.
Em paciente com asma e S. mansoni existe uma relagao direta entre nimero de ovos nas fezes
e producdo de IL-10 e a adigdo de IL-10 a cultura de linfocitos de pacientes com asma e sem

S. mansoni diminui a produgdo de IL-5 e IL-4 (ARAUJO et al., 2004).

Tanto diabetes melito, como encefalomielite auto-imune s3ao doencas
mediadas por uma resposta tipo Th1l. Assim, os estudos apontam para o importante papel do
S. mansoni de modular uma resposta Th1 envolvida na génese das duas doengas auto-imunes.
Cooke et al. (1999) em modelo experimental, observaram em camundongos NOD (Non obese
diabetics) que a infec¢do por S. mansoni, no periodo pos-natal, reduziram significativamente
o aparecimento do diabetes, sendo que este efeito protetor se relaciona com antigenos
existentes no ovo do S. mansoni. Os referidos autores observaram que a inoculagdo apenas de
ovo realizada nestes animais (NOD) na quarta semana de vida, quando as células T auto-

reativas ja estdo ativadas, impede o desenvolvimento de diabetes nestes animais.

Abscessos hepaticos bacterianos sdo relativamente incomuns em paises
desenvolvidos, a despeito da ocorréncia frequente de colecistite, apendicite e diverticulite,
fontes comuns de infecc¢ao bacteriana para o figado. A esquistossomose mansoni tem papel
especial no desenvolvimento de infecgdes bacterianas e no agravamento de outras doengas
infecciosas. Durante o curso desta helmintiase, h4 imunomodulagdo da resposta imune ao
hospedeiro, com variacdo na ocorréncia da resposta Thl e Th2, levando a formagdo de
granuloma, eosinofilia, hipersecre¢dao de IgE e o aumento da susceptibilidade a infecg¢des
bacterianas e fungicas (LAMBERTUCCI; SILVA; VIOLETA, 2008). Lambertucci et al.
(2001) mostraram em um modelo experimental, que 77% dos camundongos co-infectados por
S. mansoni e Staphylococcus aureus desenvolveram multiplos abscessos hepaticos, ao passo
que nenhuma lesdo piogénica foi detectada no figado dos animais-controle, infectados

exclusivamente por S. mansoni ou exclusivamente por ou sem nenhuma das duas infec¢des

Marshall et al. (1999) em seus estudos apontaram que em camundongos
com uma infecgdo patente de S. mansoni seguida por uma infeccdo secundaria por
Toxoplasma gondii, resultou numa taxa de mortalidade significativamente mais elevada, com
niveis plasmaticos de TNF-a e transaminases, quando comparados aos controles
monoinfectados. Os camundongos co-infectados também apresentavam uma grave doenca

hepatica, com a presenca de esteatose e necrose coagulativa em 4areas adjacentes ao
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granuloma periovular. A patologia hepatica exacerbada em camundongos co-infectados nao
pareceu ser um resultado da replicacdo dos taquizoitas de T. gondii, uma vez que esses se
encontravam diminuidos, de acordo com a analise de RT-PCR especifica do parasita e
coloragdo imuno-histoquimica demonstrando um baixo numero de taquizoitos no figado. A
hipotese sugerida pelos autores foi de que a alta mortalidade encontrada era devido aos altos
niveis de TNF-a séricos, e que estava relacionada a patologia hepatica. Araujo et al. (2001)
demonstraram em camundongos deficientes de IL-12 que a co-infec¢do com S. mansoni e T.
gondii, resultaram em um dano hepatico menor, de acordo com a informacao anterior, ¢ com
um aumento do tempo de vida. Foi verificado também que o aumento da mortalidade e
morbidade encontrada se devia ndo somente ao aumento de TNF-o0, mas também aos niveis
elevados de IL-12, sugerindo que o uso da citocina IL-12 para promover uma agdo anti-

fibrotica contribuisse para minimizar os danos hepaticos causados pelos granulomas.

O mecanismo de defesa contra as leishmanias, parasitas intracelular do
sistema fagocitico mononuclear (SFM), é dependente principalmente de uma resposta celular
mediada pelas células TCD4+ Thl, mediante a estimulacdo de citocinas IFN-y e TNF-a.. Na
co-infeccdo de S. mansoni com Leishmania, se espera a interferéncia na resposta imune contra
esses agentes, favorecendo a permanéncia e multiplicagdo, e alterando o curso da doenca.
Hassan et al. (2006) usando modelo de co-infecgdo experimental envolvendo S. mansoni e
Leishmania donovani, importantes patogenos que afetam o figado, mostraram que a co-
infec¢do ndo conseguem controlar o crescimento da L. donovani, resultando em aumento da
carga parasitaria no figado e no bago, apesar do desenvolvimento de uma resposta Thl anti
Leishmania. Ainda foi visto uma falha na imunidade anti Leishmania dentro do granuloma
esquistossomatico, onde foram visualizadas formas amastigotas se multiplicando no seu
interior € os mesmos autores levantaram a hipotese de que o granuloma de S. mansoni pode

formar um discreto nicho que facilita a sobrevivéncia intracelular da L. donovani.

Segundo La Flamme (2002) a infec¢do de camundongos com S. mansoni
retarda a resolugdo das lesdes cutineas e parasitemia durante a infec¢do por Leishmania
major. Em contraste, a infec¢do por L. major ndo parece alterar o curso da esquistossomiase,
sugerindo que a pré - existéncia de uma infec¢ao de resposta Th2 pode alterar as respostas a
Thl destes patogenos em locais periféricos e prejudicar as fungdes efectoras mediadas por

Thl.

Considerando-se que em areas endémicas para S. mansoni ocorre também

alta prevaléncia para geo-helmintos, uma porcentagem significativa de co-infec¢des por estes
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helmintos tem sido relatada (PETNEY; ANDREWS, 1998; BOOTH; MAYOMBANA;
KILIMA, 1998; BROOKER et al., 2000; HOWARD et al., 2002; TCHUEM TCHUENTE et
al., 2003; RASO et al., 2004). Um estudo sobre epidemiologia e imunologia das infec¢des por
nematddeos intestinais € S. mansoni, realizado em uma comunidade rural do estado de Minas
Gerais, demonstrou que Necator americanus era o parasito mais prevalente (68,2%), seguido
por Ascaris lumbricoides (48.8%) ¢ S. mansoni (45.3%), sendo que 60.6% dos individuos
infectados eram portadores de infec¢des multiplas (FLEMING et al., 2006).

Geiger et al. (2002), avaliaram a resposta proliferativa in vitro de PBMC de
individuos residentes em area endémica para ancilostomideos, mas apresentando baixa
prevaléncia para S. mansoni. A estimulagdo por antigenos derivados de vermes adultos de
Ancylostoma caninum e por antigenos de S. mansoni (SEA e SWAP) resultou em altos niveis
de resposta proliferativa, sendo que PBMC de individuos normais endémicos apresentaram os
maiores niveis de proliferagdo em resposta a esses antigenos. Além disso, PBMC de
individuos normais endémicos e de individuos infectados com Trichuris trichiura
apresentaram reatividade cruzada contra antigenos de Ascaris lumbricoides e de S. mansoni
(SEA e SWAP).

Raros trabalhos descrevem avaliagdes sobre as influéncias do
microambiente criado pela presenca de co-infecgdes por helmintos na indug¢do da resposta
imune contra os antigenos destes parasitos. Um estudo avaliou a influéncia da infec¢do por S.
mansoni em camundongos susceptiveis a infec¢des pelo nematodeo Trichuris muris, um dos
poucos helmintos que induzem uma resposta Thl. Os resultados deste trabalho demonstraram
que durante a co-infecgdo com T. muris e S. mansoni foram induzidos altos niveis de
anticorpos da classe IgE e de citocinas IL-4, IL-5, IL-10, assim como baixos niveis de IFN-y.
Este ambiente predominantemente Th2 foi protetor contra a infeccdo por Trichuris muris,

sendo estes vermes completamente eliminados pelo hospedeiro (CURRY et al., 1995).

Entretanto, até o momento nao se tem mostrado a capacidade de infecg¢ao de
S. mansoni modificar o curso clinico de outras helmintiases (CARVALHO; SANTOS;
JESUS, 2008). Estudos tém mostrado que individuos co-infectados com S. mansoni e Ascaris
lumbricoides ou S. mansoni e Ancylostoma duodenale apresentam uma diminuigdo tanto da
resposta imune celular como da resposta imune humoral a antigenos de Ascaris lumbricoides
e Ancylostoma duodenale (CORREA-OLIVEIRA et al., 2002). Este fendmeno provavelmente
¢ devido a uma somatoéria de efeitos modulatérios da resposta imune que sdo observados na

infec¢do por helmintos (CARVALHO; SANTOS; JESUS, 2008).



41

Estudos realizados em modelos experimentais como em humanos tém
mostrado uma grande influéncia da infecgdo por S. mansoni, ndo so6 para modificar a resposta
imune contra os virus, como também a patogenia das doencas virais. (CARVALHO;

SANTOS; JESUS, 2008).

A co-infeccdo com o virus da hepatite C (HCV) em portadores de
esquistossomose mansonica, se sobrepde em varias regides, e ¢ uma das causas de maior
frequéncia de descompensagdo hépato-celular em pacientes, tendo o figado como principal
orgdo alvo (AQUINO et al., 2000; KAMAL, 2001). Em regides endémicas, pacientes
infectados com S. mansoni apresentaram carga viral elevada durante a fase aguda ¢ se
mantiveram elevadas na fase cronica, levando ao desenvolvimento de uma hepatite cronica. Ja
os pacientes infectados somente com HCV apresentam viremia alta seguida, de reducdo da
carga viral apos a fase aguda (KAMAL, 2001). Outro estudo mais recente do mesmo grupo,
avaliando pacientes infectados com HCV, co-infectados ou ndo com S. mansoni, mostrou uma
maior frequéncia de progressdo para a fibrose hepatica nos individuos co-infectados em

comparagdo com o grupo apenas infectado pelo HCV.

El-Kady et al. (2005) estudando também co-infec¢des por S. mansoni e o
virus da hepatite C (HCV), relataram maior nivel de IFN-y nos individuos mono-infectados
por HCV, quando comparado aos individuos monoinfectados por S. mansoni ou co-
infectados. Além disso, os niveis de IL-4 e IL-10 foram mais elevados nos individuos co-

infectados, quando comparados aos portadores de mono-infec¢ao por HCV.

O conhecimento acumulado sobre a imunologia da infec¢@o por S. mansoni
e dos efeitos do HIV no sistema imune prenunciam interacdo entre as duas infecgdes. A
infeccdo pelo HIV causa faléncia progressiva do sistema imune, com queda gradual dos
linfécitos CD4 e comprometimento da imunidade celular. A resposta Th2 encontra-se
reduzida em pacientes esquistossomoticos portadores do HIV (MWINZI et al., 2001). Estudos
mostram que a infecgdo por S. mansoni tem pouco impacto na infec¢do pelo HIV. Nao
existem evidéncias que a co-infec¢do interfira na carga viral, nem no curso da infec¢do do
HIV, também nenhum efeito ¢ encontrado na evolucdo clinica da esquistossomose, que
protegem os tecidos do hospedeiro contra as enzimas proteoliticas produzidas pelos ovos. No
entanto, os pacientes co-infectados excretam menos ovos, o que ¢ condizente com resultados
obtidos em animais, que mostram a participagdo das células T na passagem dos ovos para o
intestino. Também, ndo houve diferenga na fibrose hepatica em pacientes co-infectados com

S. mansoni e HIV (KARANIJA et al., 1998; MWINZI, et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito imunopatologico da co-infecgdo de camundongos Balb/c

com Paracoccidioides brasiliensis e com Schistosoma mansoni em fase de ovoposigao.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Determinar a carga fungica do P. brasiliensis nos pulmdes e figado dos camundongos

co-infectados e monoinfectados (CFU).

2.2.2. Determinar a carga parasitaria do S. mansoni nas fezes, figado e intestino delgado e

grosso dos camundongos co-infetados e monoinfectados.

2.2.3. Avaliar o perfil histopatologico e analisar os aspectos dos granulomas do figado dos

camundongos co-infectados e monoinfectados.

2.2.4. Avaliar os niveis das citocinas INF-y, IL-4, IL-10, IL-17, TNF-a e TGF-3 no figado dos

camundongos co-infectados e monoinfectados.

2.2.5. Avaliar os niveis das citocinas INF-y, IL-4, IL-10 e TGF-B no soro dos camundongos

co-infectados e monoinfectados.

2.2.6. Determinar o nivel sérico de IgG total especifica para anti-SEA e anti-ExoAg em

camundongos co-infectados e monoinfectados.
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Abstract

The main defense in paracoccidioidomycosis (PCM), caused by the dimorphic fungus
Paracoccidioides brasiliensis, is linked to Thl pattern of immune response. This study
investigated the immunopathological impact in chronic PCM when associated to
schistosomiasis mansoni oviposition phase, that induce Th2 immune response. It was used
groups of BALBc mice infected with P. brasiliensis during 70 (Pb70) or 80 days (Pb&0)
associated with S. mansoni infected during 42 (Pb70Sm42), or 52 days (Pb80Sm52), the latter
considered main S. mansoni oviposition phase. The fungal load was determined by liver and
lung CFU and serum IgG antibodies to P. brasiliensis (ExoAg) and serum (IFN-y, IL-4, TFG-
B and IL-10) and liver (IFN-y, TFG-B, TNF-a, IL-4, IL-10 and IL-17) cytokines levels were
performed by ELISA. The association of infection induced a more severe PCM disease with
increased CFU in liver (Pb70Sm42 and Pb80Sm52) and lung (Pb80SmS52) than control mono
infected group (p<0.05). The co-infection resulted in higher serum IgG to ExoAg
(Pb70Sm42) and higher IFN-y and IL-4 levels in both co-infected groups (Pb70Sm42 and
Pb80Sm52) but IL-10 was increased in Pb70Sm42 and decreased in Pb80SmS52, than controls
(p<0.05). In the liver, IL-4 was increased only in Pb70Sm42 group, IL-10 shown the same
pattern as the serum and TNF-a a increased in Pb70Sm42 but decreased in Pb80SmS52 and IL-

17 higher in both co-infected groups than theirs controls. In conclusion, the association of
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chronic Schistosomiasis mansoni infection induce more severe PCM disease and liver and

systemic cytokines modulation.

Keywords: Cytokines, helminth, immunomodulation, mycosis, Paracoccidioides brasiliensis.
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Introduction

Paracoccidioidomycosis (PCM), which is caused by the dimorphic fungus
Paracoccidioides brasiliensis, is one of the most important systemic mycoses in Latin
America [1,2]. It is believed that airborne fungal propagules from Paracoccidioides
brasiliensis with conidia or hyphal fragments initiate the infection and are converted to the
yeast phase in the lungs, which is the infective stage for P. brasiliensis [3]. There are two
forms of the PCM disease: the acute form (AF) and chronic form (CF). The CF is more
frequent in men older than 40 years, and it ranges from a benign and localized (unifocal) to a
severe and disseminated (multifocal) disease [4]. P. brasiliensis infection resistance is linked
to the Th1 immune response pattern, and impaired cell-mediated immunity is associated with

high levels of specific circulating antibodies in the disseminated disease [5,6].

Experimental infection using PCM mouse models have been shown that resistance to
P. brasiliensis is linked to Thl pattern of immune response, with resistant and susceptible
mice strains have reported the dissemination of the fungus associated with a pattern of Th2
cytokines. Resistant strains produce a well-formed granuloma, whereas susceptible or
suppressed T-cell animals appear to produce disorganised lesions, lacking the peripheral halo
of small mononuclear cells with increased multiplication of fungus in the tissues

[7,8,9,10,11].

Schistosomiasis is one of the major infectious diseases affecting developing countries.
In Brazil, it is caused by S. mansoni and about 25 million persons live in the area of the risk.
Infection is contracted by exposure to water containing helminth cercariae [12]. The parasite
enters the host through the skin and locates to the mesenteric veins, where worm pairs deposit
about 300 eggs per couple per day. The eggs may cross into the lumen of the intestine to exit
the host, or they may be carried by the circulatory system via the portal vein into the liver
[13,14]. In experimental schistosomiasis in mouse, a more Thl-like immune response is
observed during the first weeks of infection. After 5-6 weeks with the onset of eggs
deposition, however a pronounced Th2 immune response comes up being characterized by

high production of cytokines IL-4, IL-13 and IgE synthesis [15].

Considering that the switch from Thl to Th2 upon egg expulsion in the course of the
schistosomiasis could be more impactful, this study investigated the PCM associated to

schistosomiasis in initial phase of oviposition and oviposition phase of S. mansoni.



61

Material and methods
Animals and parasites

Adult 6- to 8-week-old male BALB/c mice (20 to 25 g) were fed “ad libitum” and housed in
the Animal Laboratory of Parasitology, Department of Pathological Sciences, State University
of Londrina. S. mansoni (BH) was kindly provided by Dr. Ana Lucia Falavignha Guilherme
(State University of Maringa, PR, Brazil) that was maintained in Swiss mice and
Biomphalaria glabrata snails. For infections, cercariae from infected snails were used (n =
10). P. brasiliensis virulent strain Pb18 (Pb18) was cultured in Sabouraud agar (Micromed,
Rio de Janeiro, RJ, Brazil), and maintained by sub-culturing at 35°C at 5-day intervals. For
experimental infections, yeast cells were collected in sterile saline, filtered through cotton and

gauze layers and was concentration adjusted to 5x10° cells/ml.

Experimental infection

For concomitant infection, the animals were randomly divided into four groups of 9 animals
each for experiment a) Pb70Sm42 (infected with 5x10° P. brasiliensis during 70 days and co-
infected with S. mansoni during 42 days) b) Pb80Sm52 (infected with P. brasiliensis during
80 days and co-infected with S. mansoni during 52 days); and as controls groups: ¢) Pb70
(infected with P. brasiliensis during 70 days); d) Pb80 (infected with P. brasiliensis during 80
days. Each animal was infected with 40 cercariae (percutancously) and or 5x10° P.
brasiliensis yeast cells (intravenously). The Ethics Committee for Animal Experimentation of

our university approved all experimental protocols described in the present study.

Colony-Forming Units (CFU)

The liver and lung of each animal were aseptically removed, rinsed and homogenized in
sterile PBS, pH 7.4 (0.2 g of tissue/ml). The homogenates (100ul) were cultured on BHI agar,

according to Massuda et al. [16].

Histopathology Analysis

The organs (liver, lung), were removed, fixed in 10% paraformaldehyde solution and prepared

by routine techniques of paraffin embedding. Histological 5 um sections were stained with



62

haematoxylin/eosin (HE) or silver methenamine (Grocott) to detect the mycotic structures
using standard protocols, and the slides were evaluated by light microscopy. To assess the
granuloma diameter, histological slides (n= 3 tissue sections for each animal) were evaluated
under a microscope (objective 10X), then they were photographed by a camera (Samsung
SCC131B) attached to a microscope (Nikon E 100) and the diameter calculated using the
program Image J 1.44 (NIH USA).

Level of 1gG Anti- P. brasiliensis ExXoAg
Humoral immune response to P. brasiliensis was evaluated by using ExoAg in ELISA.

Immunoplates were coated with P. brasiliensis ExoAg (50mg/ml), blocked, incubated with
serum samples (1:10) at 37°C for 1 h and then with goat anti-mouse IgG labelled with

peroxidase and the absorbance was read at 492 nm.

Liver and serum cytokine Assays

The liver of each animal was aseptically removed, one portion was homogenized in sterile
PBS, pH 7.4 (0.2 g of tissue/ml) and macerated. After centrifugation (600 g, 10 min), the
supernatant from each sample (liver) and serum samples were submitted for cytokines
analysis. Cytokines 1L-4, IL-10, IL-17, TNF-a, TGF- and IFN-y (eBioscience, Inc., San
Diego, CA, USA) levels were determined by commercial ELISA kits, according to the
manufacturer’s instructions. The absorbance was read into an ELISA microplate reader

(iMarkTM Microplate Reader, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) at 450 nm.

Statistical analysis

A data are expressed as a mean £ SEM, unless otherwise described. ANOVA analyses of
variance were applied. To compare level of cytokine in different groups, the Tukey multiple
comparison analysis was used for nonparametric test. Differences with a p<0.05 were
considered significant. Analysis was formed using GraphPadPrisma 5.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).
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Results
Liver and Lung Pb Colony-Forming Units

The liver fungal burden by CFU resulted in a significant increase in viable colonies in co-
infected groups (Pb70Sm42 and Pb80Sm52) when compared with control mono-infected
group (Pb70 or Pb80), p<0.05, Figure 1A. The lung CFU was higher only in co-infected
Pb80SmS52 than control Pb80 Figure 1B.

Histopathology findings

Histopathological liver analysis (stained with HE) shows a larger P. brasiliensis granuloma in
co-infected Pb80SmS52 than P. brasiliensis alone (Pb80). Figure 2, Figure 6.

Serum IgG Anti- P. brasiliensis ExoAg Levels

Humoral immune response to P. brasiliensis was evaluated by using ExoAg in ELISA. The
mean ELISA results in OD at 492 nm showed statistically high levels of IgG anti-ExoAg in
co-infected Pb70Sm42 group in relation to control mono infected Pb70 (p<0.05) or to co-
infected Pb80SmS52 group (p<0.05). Similar levels was observed in co-infected Pb80Sm52
group in relation to control Pb80 (p<0.05). Figure 3.

Serum cytokine levels

In both co-infected groups (Pb70Sm42 and Pb80SmS52) resulted in a marked increased serum
IFN-y (Figure 4A) and IL-4 (Figure 4B) levels than control mono infected (p<0.05). IL-10
was increased in Pb70Sm42 but decreased in Pb80Sm52, than theirs controls (p<0.05) (Figure
4C) and TGF-f level was higher only in Pb80Sm52 than control Pb80 (p<0.05) (Figure 4D).

Liver cytokine levels

In both co-infected groups (Pb70Sm42 and Pb80Sm52) resulted in a marked increased liver
IL-10 and IL-17 levels but increased IL-4 and TGF-B levels was detected only in Pb70Sm42
group, in relation to theirs controls mono infected (p<0.05). TNF-a was increased in

Pb70Sm42 but decreased in Pb80SmS52, than theirs controls (p<0.05). Figure 5.
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DISCUSSION

In this study it was investigated the co-infection in PCM associated to schistosomiasis
in S. mansoni oviposition phase and higher fungal burden in liver and lung was detected in S.
mansoni. In this period, in mono-infected mice it was detected reduced Pb CFU in the lung.
This results probably due to control of the infection in a later period by BALBc mice.

According to Calich et al. [17] BALBc mice is classified as intermediate resistant.

Unlike lung, high CFU was observed in the liver of co-infected at the earliest period of
oviposition, possibly due to the different immune response developed in the liver. According
to Grispe, 2009 [18] the immune response in the liver favors the tolerance and
immunosuppression. In addition the fact of S. mansoni primarily infect the liver, the largest

liver helminth load, could affect more than lung.

The highest IgG response to P. brasiliensis was observed in group Pb70Sm42. In this
period it was not detected the presence of S. mansoni eggs in feces (data not shown), although
some eggs have been detected in the liver. Possibly during this period occurred synergistic
action of Thl-induced by S mansoni. According to this hypothesis high levels of Th1 cytokine
IFN-y was detected in the sera of co-infected (Pb70Sm42) mice and this might explain the
same fungal burden in the lungs of co-infected mice in this period. In the oviposition phase
(Pb80SmS52), higher serum levels of IL-4 was detected in co-infected, although it has not been
evaluated IgE or IgG sub-classes levels, possibly occurred Th2 response deviation and as a

consequence, increase lung infection.

The lung is the main organ affected in PCM, but considering the permanence of the
eggs in the liver and possible local cytokines modulation, in this study it was investigated
cytokine levels and P. brasiliensis granuloma in this organ. Only the cytokine IL-10 presented
the similar profile as the serum. Others investigated cytokines presented different profile,
suggesting modulation of cytokines locally in the liver. In the liver, it was not detected
increased IFN-y levels in co-infected animals and fungal burden was higher than the lung in
both co-infected groups. Also in Leishmania donovani co-infection with established S.
mansoni infections in mice fail to control L. donovani growth and also suggested that
granulomatous tissue responses to helminth organisms can form a discrete niche facilitating

survival of intracellular pathogens [19].
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IL-17, a cytokine produced by Th17 cells, has been considered as protective cytokine
in some fungal infections [20]. But it was evidenced by Loures et al. 2009 [21] that the
expression of TLR2 has a beneficial effect on pulmonary fungal infection due to its negative
control on Th17. The authors suggested that uncontrolled inflammatory response of hosts to
P. brasiliensis infection is as deleterious as uncontrolled fungal growth by absence or
inadequate activation of immunity. In our study it was detected higher IL-17 levels in the liver

of both co-infected groups.

Possibly other cytokines such as TNF-a, detected in higher levels mainly in mono
infected (Pb80) with decreased fungal burden, may be acting in the liver. This cytokine acts in
synergy with IFN-y, stimulating the production of reactive nitrogen intermediates (RNIs),

mediating the tuberculostatic function of macrophages [22].

In conclusion, the association of chronic Schistosomiasis mansoni infection induce
more severe PCM disease mainly after oviposition phase of S. mansoni with local and

systemic cytokines modulation.
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Figure 1. Liver (1A) and Lung (1B) P. brasiliensis Colony-Forming Units in group
of mice infected with P. brasiliensis during 70 (Pb70) or 80 days (Pb80) associated
with S. mansoni infected during 42 (Pb70Sm42) or 52 days (Pb80SmS52). Results are
expressed as mean CFU/g. (* p<0.05).
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Figure 2. Diameter of P. brasiliensis granulomas in liver tissue. Granuloma
diameters determined by morphometric analysis (expressed in mm?) in group of
mice infected with P. brasiliensis during 70 (Pb70) or 80 days (Pb80) associated
with S. mansoni infected during 42 (Pb70Sm42) or 52 days (Pb80Sm52). Results
are expressed as mean = SEM. (*p <0.05).
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Figure 3. Serum IgG Anti-P. brasiliensis ExoAg Levels. The serum
IgG anti-ExoAg levels were determined by ELISA in group of mice
infected with P. brasiliensis during 70 (Pb70) or 80 days (Pb&0)
associated with S. mansoni infected during 42 (Pb70Sm42) or 52 days
(Pb80Sm52). Results are expressed as mean optical density at 492 nm
+ SEM. Pb70Sm42 x Pb70; Pb70Sm42 x Pb80SmS52 = * p<0.05.
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Figure 4. Cytokines profile in the serum. The IFN-y (A), IL-4 (B), IL-10 (C) and
TGF-B (D) levels analyzed by capture ELISA and expressed in pg/ml in the serum
of group of mice infected with P. brasiliensis during 70 (Pb70) or 80 days (Pb80)
associated with S. mansoni infected during 42 (Pb70Sm42) or 52 days
(Pb80SmS52). (* p<0.05, ** p<0.01).
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Figure 5. Cytokines profile in liver tissue samples. The IFN-y (A), IL-4 (B), IL-10
(C), IL-17 (D), TGF-B (E) and TNF-a (F) levels analyzed by capture ELISA and
expressed in pg/ml in liver tissue samples of group of mice infected with P.
brasiliensis during 70 (Pb70) or 80 days (Pb80) associated with S. mansoni
infected during 42 (Pb70Sm42) or 52 days (Pb80Sm52). (* p<0.05, ** p<0.01).



Figure 6. Liver histopathology. Histological lung of group of mice infected with P.
brasiliensis during 70 (Pb70) or 80 days (Pb80) associated with S. mansoni infected
during 42 (Pb70Sm42) or 52 days (Pb80Sm52). Stained with HE (A) Pb70Sm42, (B)
Pb70; (E) Pb80SmS52, (F) Pb80 and by Grocott (C) Pb70Sm42, (D) Pb70; (G)
Pb80Sm52, (H) Pb80. Arrow Pb (P. brasiliensis granuloma), Sm (S. mansoni egg
granuloma).
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Abstract

The major pathological lesions caused by Schistosoma mansoni infection are the granulomas
that develop around eggs in the liver in response to the host immune response. This study
investigated parasitological, immunological, and hepatopathological characteristics in mice
co-infected with the pathogenic fungus Paracoccidioides brasiliensis and S. mansoni in the
oviposition phase. BALB/c mice were co-infected with P. brasiliensis for 70 days and S.
mansoni for 42 days or P. brasiliensis for 80 days and S. mansoni for 52 days, with the latter
group encompassing the S. mansoni oviposition phase. Controls were mice mono-infected
with S. mansoni. The S. mansoni egg load was determined by liver and intestinal
histopathology analyses and fecal egg counts. Liver granulomas and cytokine levels (IL-4, IL-
10, IFN-y, IL-17, TGF-B and TNF-a) were determined by histopathology and ELISA,
respectively. Serum antibodies IgG to soluble eggs antigen (SEA) and cytokine levels (IFN-y,
IL-4, IL-10 and TGF-PB) were determined by ELISA. Reductions in the egg load in the liver,
intestine and feces (all, p<0.05), liver granuloma number and size (both, p<0.05) and serum
anti-SEA IgG levels (p<0.05) were observed in mice co-infected with P. brasiliensis and S.
mansoni in the oviposition phase. Additionally, changes in liver and systemic cytokine levels
were detected. We concluded from these results that a longer period of co-infection induces

more pronounced immune alterations and possibly more harmful host pathologies.

Keywords: Immunomodulation, schistosomiasis, paracoccidioidomycosis, cytokines.
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Introduction

Schistosomiasis is a parasitic disease caused by worms of the Schistosoma genus that
affects more than 200 million people living in tropical areas and approximately 10 percent of
infected persons exhibit severe morbidity (Utzingera et al., 2011). An adult female worm
produces as many as 300 eggs per day, and the main pathology caused by Schistosoma
mansoni infection is a granulomatous and fibrosing inflammatory response evoked by parasite
eggs lodged in the liver and intestines (Lundy; Lukacs, 2013). In a murine model of
schistosomiasis, in the first 3—5 weeks post-infection, a Thl immune response is activated,
including increased Thl cytokine levels. After 56 weeks, when worms begin to produce
eggs, the immune response switches to a Th2 immune response (Todt et al., 2000; Pearce;

MacDonald, 2002; Hams et al., 2013).

In the initial pro-inflammatory phase, CD4" T cells enter the lesion and release the
Thl-type cytokines IL-2 and IFN-y, which promote the establishment of delayed-type
hypersensitivity responses and early granuloma formation. The subsequent adaptive immune
response to worm antigens is dominated by pro-inflammatory and Thl cytokines, including
TNF-a, IL-12, and IFN-y. After egg deposition, larval miracidia release soluble egg antigens
(SEA) that switch the Thl response to Th2-dominated immunity, including the production of
IL-4, IL-5, and IL-13 (Burke et al., 2009; Lundy; Lukacs, 2013).

According to Hoffmann et al. (2000), excessive Thl and Th2 cytokine responses can
induce distinct forms of lethal immunopathology in murine schistosomiasis. Deviation of the
immune response can occur if concomitant infections induce Thl or Th2 immunity. Co-
infections and polyparasitism, common conditions in the developing world, can induce
immunomodulation that results in synergistic or antagonistic interactions. Some studies have
investigated co-infections of Schistosoma worms with viruses (Edwards et al, 2005), bacteria
(Mikhail et al., 1981) or protozoa (Hassan et al., 2006; Yoshida et al., 2000) in humans and

animal models.

This study investigated the parasitological, immunological, and hepatopathological

characteristics of long-term co-infection with S. mansoni and P. brasiliensis in mice.
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Material and methods
Animals and parasites

Adult 6- to 8-week-old male BALB/c mice (20 to 25 g) were fed “ad libitum” and housed in
the Animal Laboratory of Parasitology, Department of Pathological Sciences, State University
of Londrina. S. mansoni (BH) was kindly provided by Dr. Ana Lucia Falavignha Guilherme
(State University of Maringa, PR, Brazil) that was maintained in Swiss mice and
Biomphalaria glabrata snails. For infections, cercariae from infected snails were used (n =
10). P. brasiliensis virulent strain Pb18 (Pb18) was cultured in Sabouraud agar (Micromed,
Rio de Janeiro, RJ, Brazil), and maintained by sub-culturing at 35°C at 5-day intervals. For
experimental infections, yeast cells were collected in sterile saline, filtered through cotton and

gauze layers and was concentration adjusted to 5x10° cells/ml.

Experimental infections

For concomitant infections, animals were randomly divided into four groups of 9 animals per
experiment: a) mice infected with S. mansoni for 42 days and P. brasiliensis for 70 days
(Pb70Sm42) and b) mice infected with S. mansoni for 52 days and P. brasiliensis for 80 days
(Pb80Sm52). To determine the effect of co-infection, control groups were included mice
infected only with S. mansoni for 42 or 52 days. Each animal was infected with 40 cercariae
(percutaneously) and/or 5x10° P. brasiliensis yeast cells (intravenously). The Ethics
Committee for Animal Experimentation of our university approved all experimental

protocols. CEEA/UEL n°® 13/09 process 2268/2009.

Histopathology

Organs (liver and lung) were removed, fixed in 10% paraformaldehyde solution and prepared
by routine paraffin embedding techniques. For histology, 5 um sections were stained with
hematoxylin and eosin (H&E) or by Picrosirius and organ pathologies were evaluated based
on the presence of fungus cells, eggs, and inflammatory cells within granulomatous lesions.
To assess the number of granulomas, slides (n= 3 tissue sections for each animal) were
evaluated under a microscope (objective, 10x) to count the granulomas. Slides were

photographed using a camera (Samsung SCC131B) attached to a microscope (Nikon E 100).
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Determination of egg load

To determine stool egg load, the number of eggs per gram of feces was evaluated in triplicate
using the quantitative copro parasitological Kato—Katz assay (Katz et al., 1970). To determine
tissue egg loads, the liver and 1 cm segments of small and large intestine samples were
weighed, incubated with KOH solution (KOH 5% at 56°C for 2 hours) and centrifuged at
600 x g for 10 min. Sediments were re-suspended in distilled H,O and analyzed under a light
microscope with 40x magnification. The results were expressed as the number of eggs per

gram tissue (Cheever, 1968; Cheever; Anderson, 1971; Machado-Silva et al., 1991).

Liver and serum cytokine assays

After the liver of each animal was aseptically removed, one portion was homogenized in
sterile PBS (pH 7.4; 0.2 g of tissue/ml) and macerated. After centrifugation at 600 x g for 10
min, the supernatant from each liver sample and serum samples were used for cytokine
analysis. Levels of the cytokines IL-4, IL-17, IL-10, IFN-y, TGF-B and TNF-o were measured
using commercial ELISA kits (eBioscience, Inc., San Diego, CA, USA), according to the
manufacturer’s instructions. Absorbance was measured with an ELISA microplate reader

(iMarkTM Microplate Reader, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) at 450 nm.

Anti-SEA 1gG ELISA

Immunoplates coated with 4 ng/mL SEA (kindly provided by Dr. Alfredo Miranda Goes from
Minas Gerais Federal University) were incubated with serum samples diluted 1:10, followed
by incubation with anti-mouse IgG conjugated with peroxidase. Antibody levels were
assessed using an assay for peroxidase activity, in which plates were incubated with ortho-
phenylenediamine (OPD) in phosphate citrate buffer with HO, (37%) and read at 492 nm
with a Multiskan EX reader (Labsystems, Helsinki, Finland).

Statistical analyses

All data were expressed as the mean £ SEM, unless otherwise indicated. ANOVA analysis of
variance was used. To compare cytokine levels in different groups, the Tukey multiple

comparison analysis was used for nonparametric tests. Differences for which p<0.05 were
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considered statistically significant. GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,

USA) was used for statistical analyses.

Results
S. mansoni egg load

At 42 days post-infection with S. mansoni cercarie, no eggs were detected in the mouse stool
samples, as expected. At 52 days post-infection, increased egg numbers were detected in the
stool, liver and intestine. In the intestine, the egg load was greatest in the small intestine of
mono-infected (Sm52) mice compared to mice co-infected with P. brasiliensis (Pb80Sm52)
(p<0.05) (Fig. 1A-C).

Hepatopathology and liver mass

The number and size of S. mansoni egg granulomas were determined by histological analysis
of liver sections (stained with H&E). Decreased numbers and sizes of S. mansoni egg
granulomas were detected in co-infected mice compared to mice infected with S. mansoni
alone (p<0.05) (Figs. 2A, 2B). Furthermore, decreased liver weight was observed in both co-
infected groups compared to respective control groups (p<0.05) (Fig. 2C).

Additionally, liver sections stained with Picrosirius showed more diffuse collagen deposition
that was not closely associated with granulomas in co-infected mice in the Pb80Sm52 group
(Fig. 6G). By contrast, in the respective control group, collagen deposition was tightly

associated with granulomas (Fig. 6H).

Liver cytokine levels

The levels of IL-4, IL-10 and TNF-a in the liver were expressed as pg/ml. Levels were
decreased in both co-infected (Pb70Sm42 or Pb80Sm52) groups compared to respective
control groups mono-infected with S. mansoni (p<0.05). Furthermore, decreased TGF-f levels
were observed in Pb70Sm42 mice compared to mono-infected Sm42 mice (p<0.05). The IFN-
v and IL-17 levels were higher in Pb80Sm52 mice than in control Sm52 mice (p<0.05) (Figs.
3A-3F).
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Serum cytokine levels

Serum levels of IFN-y and IL-4 (pg/ml) were higher in co-infected mice (Pb80SmS52)
compared to control mice mono-infected with S. mansoni (p<0.05) (Figs. 4A, 4B). IL-10
levels were higher in Pb70Sm42 and lower in Pb80Sm52 mice than in respective control
Sm42 or Sm52 mice (p<0.05) (Fig. 4C). By contrast, TGF-f levels were lower in Pb70Sm42
mice and higher in Pb80Sm52 mice than in respective control groups (p<0.05) (Fig. 4D).

Serum anti-SEA 1gG levels

Serum anti-SEA IgG levels were measured by ELISA. The mean ELISA results in O.D. at
492 nm showed significantly higher levels of anti-SEA IgG in Pb70Sm42 mice compared to
control Sm42 mice (p<0.05), but lower levels in Pb80Sm52 mice compared to control Sm52
mice (p<0.05). These findings suggested that the humoral immune response was suppressed

during the oviposition phase of co-infection (Fig. 5).

Discussion

In this study, analysis of the early stage of S. mansoni oviposition, 42 days post-
infection, did not show eggs in stool samples by coprological analysis, although some eggs
were detected in the liver. However, by 52 days post-infection, which we considered to
include the oviposition phase, high loads of eggs were detected in feces and liver. In contrast
to the high load of eggs in mice mono-infected with S. mansoni, decreased numbers of S.
mansoni eggs in stool, liver and intestinal mucosa were observed in mice co-infected with the

fungus P. brasiliensis.

The excretion of eggs is thought to depend on the host immune response. Minimal egg
excretion has been observed in immunocompromised mice and in CD4" T cell-depleted S.
mansoni-infected HIV patients (Pearce; MacDonald, 2002). Mwinzi et al. (2001) investigated
cytokine production by peripheral blood mononuclear cells from patients with schistosomiasis
who were positive or negative for HIV-1. They detected lower IL-4 and IL-10 production by
HIV-1-negative individuals, but similar IFN-y production between the two groups. In the
present study, in support of Mwinzi et al. (2001), lower liver and systemic IL-4 and IL-10

levels were detected in mice co-infected with P. brasiliensis and S. mansoni in the oviposition
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phase. However, higher IFN-y levels were detected in this group, suggesting that co-infection

induced Thl responses.

Hoffmann et al. (2000) studied the Thl-polarized IL-10/IL-4-deficient mice in
schistosomiasis and observed rapid weight loss at the onset of egg laying, progressing to
100% mortality by 9 weeks post-infection. Patton et al. 2001 also reported dramatic weight
loss followed by death in IL-4-deficient mice with schistosomiasis. Interestingly, we observed
rapid weight loss in our co-infected mice (data not shown) and, to avoid mortality, analyses

were performed at 52 days post-infection.

In this study, a smaller size of granulomas in the liver of co-infected animals was
detected. According to Amiri et al., 1992, TNF-a is necessary and sufficient to reconstitute
granuloma formation in schistosome-infected SCID mice. Joseph and Boros (1993) found that
focally and systemically produced TNF-a influences the development of the schistosome egg-
induced granulomatous response. Furthermore, administration of graded dosages of
recombinant murine TNF-a to mice with chronic infection restored the size of the down-
modulated granulomas to the level observed in vigorous lesions. Accordingly, we detected
decreased egg granuloma size in the liver and decreased hepatic TNF-a levels in both co-
infected groups, suggesting the possible induction of the granuloma down-modulation by
TNF-a in P. brasiliensis co-infection.

TNF-a has been associated with an increased risk of developing severe fibrosis in
infected individuals (Henri et al., 2002; Booth et al., 2004). By contrast, IFN-y is considered
to be anti-fibrogenic because of its ability to inhibit the production of extracellular matrix
proteins by decreasing collagen synthesis and boosting metalloproteinases responsible for
collagen degradation (Duncan, Berman, 1985; Mallat et al., 1995; Dessein et al., 2004).
Accordingly, Picrosirius staining of liver tissue showed that tissue collagen deposition during
the oviposition period of co-infected mice was more diffuse, not tightly associated with

granulomas.

IL-17 is considered to be associated with immunopathology in schistosomiasis
(Shainheit et al., 2008, Rutitzky et al., 2005) and higher levels of IL-17 were detected in co-
infected mice. In addition to IL-17, as previously mentioned, IFN-y levels were also higher in
livers of co-infected mice. IL-17 and IFN-y are considered to be an important part of a larger
and more complex series of biological events that result in severe disease (Smith et al., 2009).
However, according to Rutitzky et al., 2005, IL-17, but not IFN-y, is the CD4" T cell-derived

cytokine that is most directly associated with the severity of hepatic granulomatous
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inflammation. These findings indicate that an IL-17-producing T cell is a major driver of

severe pathology in schistosomiasis.

TGF-B is a pleiotropic cytokine produced by regulatory T cells and has been
associated with fibrosis because of its ability to induce collagen deposition by inhibiting
matrix metalloproteinases (Letterio, Roberts, 1998; Farah et al., 2000). However, whether
TGF-f influences the progression and magnitude of liver fibrosis has been the subject of
debate (Jesus et al., 2004). Others have questioned whether this cytokine in combination with
IL-10 has a protective role against the development of fibrosis (Remoue et al., 2001; Kitani et
al., 2003; Hesse et al., 2004; Alves Oliveira et al., 2006). Herbert et al (2008) blocked this
cytokine using anti-TGF-B mAb along with anti-IL-10R mAb treatment and detected severe
hepatic inflammation with enlarged necrotic liver granulomas, cachexia, and >80% mortality
by 8 weeks post-infection in mice. In the present study, similar liver TGF-B levels were
detected in the co-infected group in the oviposition phase, although lower levels were
detected in the initial phase of oviposition. These results suggested that TGF-f is not involved
with the modulation of granuloma size in the liver of mice co-infected with P. brasiliensis, at
least in the oviposition phase. However, different profiles were detected in the serum,

suggesting the modulation of these cytokines by other tissues or organs not investigated here.

Fallon et al., (2000) investigated IgG transfer to schistosome-infected CD4-depleted
mice and observed that antibody afforded protection. These authors suggested that this
protection might be caused in part by hepatotoxin-neutralizing antibodies that are secreted
from viable eggs in situ. The present study detected higher IgG anti-SEA levels in the co-
infected group in the initial phase of oviposition than in control mice mono-infected with S.
mansoni. However, during the oviposition phase, reduced IgG anti-SEA levels compared to
controls were detected, suggesting that IgG production was suppressed during the oviposition

phase.

According to Hams et al. (2013), although the egg granuloma is detrimental because
of the inflammation and associated fibrosis, the formation of granulomas is essential to
protect the host from toxins secreted by the egg; antibodies are also important for preventing
hepatocyte damage by these toxins.

In this study, lower liver weights were detected in co-infected animals, possibly
because of cachexia. However, we cannot rule out the possibility that the decreased mass was

caused by hepatocyte death, and we note that the decreased antibody levels and disorganized
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granuloma formation may allow the spread of hepatotoxic molecules from S. mansoni eggs in

the liver.

In conclusion, in schistosomiasis caused by S. mansoni, co-infection with P.
brasiliensis results in reductions in egg load, liver granuloma number and size, and serum
anti-SEA IgG levels, in addition to the modulation of cytokine levels. This immune
modulation could be harmful to the host during a longer period of co-infection, which will be

the subject of further studies.
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Figure 1. S. mansoni egg load. The S. mansoni egg load in groups of BALB/c
mice co-infected for 70 days with P. brasiliensis and for 42 days with S. mansoni
(Pb70Sm42), co-infected for 80 days with P. brasiliensis and for 52 days with S.
mansoni (Pb80Sm52), or controls mono-infected with S. mansoni for 42 days
(Sm42) or 52 days (Sm52). Stool egg load was expressed as eggs/g feces (A).
Liver egg load was expressed as eggs/g tissue (B). Small (ID) and large (IG)
intestine egg loads were expressed as eggs/cm intestine tissue (C). Each bar
represents the mean = SEM (* p<0.05, ** p<0.01).
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Figure 2. S. mansoni egg granuloma number and size and liver mass. S.
mansoni egg granuloma number and size were determined by analysis of slides of
stained liver tissue in groups of BALB/c mice co-infected for 70 days with P.
brasiliensis and for 42 days with S. mansoni (Pb70Sm42), co-infected for 80 days
with P. brasiliensis and for 52 days with S. mansoni (Pb80Sm52), or controls
mono-infected with S. mansoni for 42 days (Sm42) or 52 days (Sm52). The liver
egg granuloma number was expressed in mm? (liver mm?) (A), the granuloma size
was measured as diameter/mm? (B) and liver mass was indicated in grams (g) (C).
Each error bar indicates the mean £ SEM (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Figure 3. Liver cytokine levels. Measurement of IL-4 (A), IFN-y (B), IL-10 (C),
TGF-B (D) TNF-a (E), and IL-17 (F) cytokines in the livers of BALB/c mice co-
infected for 70 days with P. brasiliensis and for 42 days S. mansoni (Pb70Sm42),
co-infected for 80 days with P. brasiliensis and for 52 days S. mansoni
(Pb80SmS52), or controls mono-infected with S. mansoni for 42 days (Sm42) or 52
days (Sm52). Each bar represents the mean = SEM (* p<0.05, ** p<0.01).
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Figure 4. Serum cytokine levels. Measurements of IFN-y (A), IL-4 (B), IL-10
(C) and TGF-B (D) cytokines in the serum of BALB/c mice co-infected for 70
days with P. brasiliensis and for 42 days with S. mansoni (Pb70Sm42), co-
infected for 80 days with P. brasiliensis and for 52 days with S. mansoni
(Pb80SmS52), or controls mono-infected with S. mansoni for 42 days (Sm42) or 52
days (Sm52). Each error bar indicates the mean £ SEM (* p<0.05, ** p<0.01).
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Figure 5. Serum anti-S. mansoni soluble egg antigen (SEA) IgG levels.
Serum anti-SEA IgG levels were measured by ELISA in groups of BALB/c
mice co-infected for 70 days with P. brasiliensis and for 42 days with S.
mansoni (Pb70Sm42), co-infected for 80 days with P. brasiliensis and for 52
days with S. mansoni (Pb80Sm52), or controls mono-infected with S. mansoni
for 42 days (Sm42) or 52 days (Sm52). Each error bar indicates the mean +
SEM for the O.D. at 492 nm (** p<0.01).
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Figure 6. S. mansoni and P. brasiliensis granulomas in the liver. Liver sections were
stained with H&E: A) BALB/c mice co-infected for 70 days with P. brasiliensis and for 42
days with S. mansoni (Pb70Sm42); B) mono-infected with S. mansoni for 42 days (Sm42); E)
co-infected for 80 days with P. brasiliensis and for 52 days with S. mansoni (Pb80Sm52); and
F) mono-infected with S. mansoni for 52 days (Sm52). Liver sections stained with Picrosirius:
C) Pb70Sm42; D) Sm42; G) Pb80Sm52; and H) Sm52. Arrows indicate granulomas of P.
brasiliensis (Pb), S. mansoni (Sm) and S. mansoni egg (Sm egg). Images were acquired using
a 10x objective.
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6. CONCLUSOES

1. Na PCM croénica associada a infec¢do com S. mansoni na fase de oviposi¢ao e com periodo
mais prolongado de associacdo, ocorre indu¢ao de aumento nos niumeros de CFUs de P.
brasiliensis tanto no figado como no pulmao. Este aumento é induzido apenas no figado e
ndo no pulmio na fase inicial de oviposi¢do, sugerindo maior gravidade da PCM doenga
quando associado ao periodo de oviposi¢do de S. mansoni e com maior periodo de co-

infecgao.

2. Na PCM cronica associada a infec¢do com S. mansoni na fase inicial de oviposi¢do ocorre
aumento nos niveis de citocinas I1L-4, IL-10 e IL-17, TGF- ¢ TNF-a e diminui¢do de IFN-y
no figado, sugerindo modula¢do de resposta de padrao Th2. Na fase mais prolongada de
infec¢do associada a oviposigdo de S. mansoni ocorre também aumento nos niveis de
citocinas IL-4 e IL-17, mas com diminui¢dao de IL-10 ¢ TNF-a, ndo ocorrendo alteragdoes nos

niveis de [FN-y e TGF-.

3. Na PCM cronica associada a infec¢do com S. mansoni na fase inicial de oviposi¢do ocorre
aumento nos niveis séricos de citocinas IL-4, IL-10 e IFN-y e na fase mais prolongada de
infecg¢do associada a oviposigdo de S. mansoni ocorrendo também aumento nos niveis de IFN-

v e TGF-B, sugerindo modulagdo de citocinas de forma sistémica.

4. Na PCM croénica associada a infecgdo com S. mansoni ocorre aumento nos niveis séricos de
IgG anti-ExoAg de P. brasiliensis na fase inicial de oviposi¢do de S. mansoni, ocorrendo
supressao na fase de oviposi¢ao e com periodo mais prolongado de co-infec¢do, tornando

similar ao controle mono infectado com P. brasiliensis.

5. Na esquistossomose ocorre redu¢do no nimero de ovos de S. mansoni nas fezes ¢ também
no tecido hepatico e mucosa intestinal, quando associado a infec¢do com o fungo P.

brasiliensis.
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6. Na esquistossomose ocorre diminui¢do no numero ¢ no tamanho de granulomas hepaticos

quando associados a infec¢ao com o fungo P. brasiliensis.

7. Na esquistossomose, na fase inicial de oviposi¢do de S. mansoni, associada a PCM cronica
ocorre diminui¢do nos niveis de citocinas IL-4, IL-10, TGF-B e de TNF-a no figado. J& na
fase de oviposi¢ao de S. mansoni, associada a PCM cronica ocorre diminuigdo nos niveis de

citocinas IL-4, IL-10 e de TNF-a.

8. Na esquistossomose, na fase inicial de oviposi¢do de S. mansoni, associada a PCM cronica
ocorre aumento nos niveis séricos de IFN-y, IL-4, IL-10 e na fase de oviposi¢do de S. mansoni
ocorre também aumento nos niveis séricos de IFN-y e IL-4, mas diminui¢do de IL-10 e

aumento de TGF-p.

9. Na esquistossomose, na fase inicial de oviposi¢do de S. mansoni, associada a PCM cronica
ocorre aumento no nivel sérico de IgG anti-SEA e na fase de oviposi¢do de S. mansoni ocorre

diminui¢do no nivel sérico de IgG anti-SEA.

10. Em conjunto, a co-infecgdo de P. brasiliensis e S. mansoni induz mutuamente modulagdes

de citocinas e anticorpos que podem afetar ambas as doencas, PCM e esquistossomose.
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