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1.INTRODUCAO

Células gigantes multinucleadas (CGM) sao consideradas componentes
caracteristicos de reacdes granulomatosas, induzidas por varios estimulos () e
parte integrante da resposta imune do hospedeiro contra doencas infecciosas
crénicas causadas por bactérias, fungos, virus e outros parasitas @ A
presenca de CGM no granuloma da tuberculose foi primeiramente descrita por
Langhans ©® em 1868. Embora a ocorréncia dessas células tenha sido
reconhecida e descrita ha muito tempo, seu papel durante o desenvolvimento

e/ou progresséo e término da reagdo granulomatosa € ainda pouco conhecido
(4.5)

As CGM se originam da fusdo de mondcitos ou macréfagos, mas pouco
se conhece sobre os mecanismos envolvidos nessa fusdo e como esse
fendmeno ocorre in vivo . Segundo Mustafa et al. ®, embora desempenhem
papel importante no controle da infeccdo por Mycobacterium tuberculosis, a
funcdo das CGM e das células epitelidides nos granulomas ainda n&o esta
completamente esclarecida.

A geracado de CGM in vitro parece ocorrer como resultado da fusédo e
n3o da divisdo celular "®, sendo o contato celular um pré-requisito para que
ocorra a fusgo 9. Segundo alguns autores, a fusdo de macrofagos aderentes

11,12)

in vitro € um evento que ocorre no estagio final de maturagéo celular ( e,

esse fendmeno é aumentado pela adigdo de citocinas ('*™

, anticorpos
monoclonais "> e mitdgenos (¢ .

Most et al. ¥ demonstraram que a formacgdo de CGM in vitro é
precedida por uma sequéncia de mudancas na morfologia dos mondcitos
cultivados, sendo dependente do estagio de maturagdo dos mondcitos em
macrofagos. Os mondcitos ndo estdo completamente maduros quando sao
liberados da medula 6ssea e, a importancia do processo de maturagao pode ter
relacdo direta com a funcdo dessas células nos tecidos. Provavelmente, as
CGM que sdo mais frequentemente descritas em associagdao com respostas
crbnicas nos tecidos podem ser formadas em decorréncia de mecanismos
imunologicos envolvendo a produgéo de mediadores soluveis no local.

Sob o ponto de vista morfologico, CGM s&o geralmente classificadas em

células gigantes do tipo Langhans ou do tipo corpo estranho. Células tipo



Langhans tém sido detectadas em doengas granulomatosas como tuberculose,
esquistossomose, na sarcoidose (') e na paracoccidioidomicose (19 Essas
células sao caracterizadas por um numero relativamente pequeno de nucleos,
menos de 20, em arranjo circular periférico, dentro da célula gigante. S&o ainda
comumente observadas em granulomas imunes, contendo células epitelidides
e macroéfagos, associadas com particulas de microrganismos de dificil digestao,
rodeadas por um halo de células mononucleares, principalmente linfécitos.
Estas células, envolvendo os granulomas imunes sao indicativas da presenca
de imunidade mediada por células T contra o agente irritante. Produtos dessas
células ativadas, principalmente interferon-gama (IFN-y) inicia a fusdo dos
mondcitos e macroéfagos para formar as CGM do tipo Langhans 17 .

As células gigantes tipo corpo estranho possuem um numero de nucleos
maior que 20, que se dispdem de modo irregular dentro da célula. Essas
células sao observadas no granuloma do tipo corpo estranho, formado ao redor
de fio de sutura, particulas de carbono e silica *° materiais de dificil digestao,
sendo rodeados por uma fina camada de macréfagos, ndo se observando halo
de linfocitos ao redor do granuloma ©'7).

Estudos in vitro com o objetivo de avaliar as bases celulares e
moleculares da formacao de CGM, a partir de monécitos humanos empregando
citocinas recombinantes, demonstraram que interleucina-4 (IL-4) e IL-13
induzem a formacdo de CGM do tipo corpo estranho, enquanto IFN-y é a
principal citocina envolvida na geracdo de CGM tipo Langhans (120212223 @
emprego de anticorpos neutralizantes anti-IL-4 confirma a importancia dessa
citocina na inducdo da fusdo de macréfagos ?* .Tanto IL-4 quanto IL-10
aumentam a expressao de receptores de manose na interface de fusdo de
macrofagos ?? .Inibidores de receptor de manose reduzem a fusao, indicando
que esse receptor € importante para a formagdo de CGM do tipo corpo
estranho . Ainda segundo a literatura, a adicdo de IL-4 ou de IFN-y,
associadas a fator estimulador de colbnias de granul6citos e monécitos (GM-
CSF) ou IL-3 tém seu efeito otimizado para indugéo da formacéo de CGM tipo

corpo estranho ou tipo Langhans, respectivamente (172026)

(27)

Recentemente Helming & Gordon ““"/,propuseram que a formacéo das

CGM no granuloma é induzida pelo meio ambiente local, composto de citocinas



e sinais derivados de bactérias, parasitas ou outros materiais estranhos, que
induziriam a expressado de fatores fusogénicos. Estes fatores podem entao
mediar a agregacdo de macrofagos e adesdo de membranas de macréfagos
adjacentes, promovendo o contato hidrofobico entre as membranas de
diferentes células e conduzindo subseqiiente reorganizagdo da membrana e
reparo.

28) relataram que a presenca de CGM tipo Langhans e

Cardoso et al.
macrofagos epitelidides na reagao inflamatéria granulomatosa é muito
importante, podendo auxiliar na diferenciacdo do diagnéstico entre micoses
sistémicas, tais como histoplasmose e blastomicose e outras doengas, como
carcinoma celular tipo escamoso e leishmaniose. Portanto, CGM s&o formadas
em resposta a patdgenos intracelulares como micobactérias e fungos, que sé&o

@9 A auséncia dessas células na

resistentes a digestdao por macrofagos
reacdo granulomatosa pode refletir resposta ineficiente do hospedeiro a
infeccdo, como na hanseniase virchowiana, coccidioidomicose e histoplasmose
disseminadas, ou na infecgdo por Mycobacterium avium intracellulare, que
ocorre na sindrome da imunodeficiéncia adquirida %" .

De acordo com os experimentos de Hernandez-Pando et al. 2| tanto as
CGM tipo Langhans como tipo corpo estranho sao capazes de produzir IL-1q,
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e fator de crescimento e transformacéo
beta (TGF-B1) conforme o tempo da lesdo. Entretanto, € sabido que as CGM
sdo resultantes da fusdo de mondcitos ou macréfagos ¥ e que essas células
sdo fontes importantes de citocinas inflamatérias como TNF-qa., IL-1, IL-6, IL-8 e
IL-12 em micoses sistémicas, sendo também responsaveis pela producdo de
citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-B4. Todas essas citocinas
apresentam atividades estimuladora ou supressora sobre macrofagos e
linfécitos, interagindo com os receptores especificos, presentes nessas células
e modulando sua funcdo ¥ Citocinas como IFN-y, TNF-q, IL-1, IL-8 e GM-
CSF sao importantes no processo de ativagdo macrofagica, enquanto outras
como IL-6, IL-10 e TGF-B; sdo consideradas fatores de desativagdo do
macrofago ®*%) .0 balango na producéo dessas citocinas pode interferir tanto

na resposta imune especifica como inespecifica.



Varios autores tém descrito que o IFN-y € a citocina mais importante na
inducado de fusdo de mondcitos e na geragdo subseqiiente de CGM (12 21 36:37)
Essa citocina parece induzir a formagdo de CGM diretamente ©'3® ou

(3139 A importancia

aumentando a taxa de fusdo induzida por outros estimulos
dessa citocina foi demonstrada por estudos com modelos de inflamacéo
granulomatosa. A inoculacdo de anticorpos anti-IFN-y inibe ou reduz a
formagdo de CGM em modelo de leishmaniose e esquistossomose (449
Esses anticorpos também inibem a formacgdo de CGM in vitro ®"*" A produgao
espontanea de IFN-y em tecidos inflamados de doengas granulomatosas como
sarcoidose e doenca de Crohn sugere a importancia dessa citocina in vivo, na

4243 A capacidade de mondcitos do sangue periférico

geragdo de CGM ¢
humano formar CGM em resposta ao IFN-y, suporta a hipétese de que nas
doengas granulomatosas, essas células se originam de mondcitos circulantes,

“4)-A producgo local de citocinas soltveis pelas

recrutados ao sitio inflamatério
células pode controlar o trafego de linfocitos e mondcitos.

Fais et al. @Y demonstraram que a formagao de CGM, induzida por IFN-
vy, ocorria como resultado de uma seqliéncia de eventos envolvendo mudancgas
na morfologia de mondcitos/macréfagos e rearranjo na expressao celular de
moléculas de adesédo por essas células. Assim, o IFN-y & essencial para
geracado de CGM, por promover agrupamento de mondcitos e adesao entre as
células. Essa citocina modula os eventos seqtienciais, levando a fusdo dos
macrofagos e geracdo de CGM pela sua agéo reguladora sobre moléculas de
adesdo, expressas por essas células. Assim, o aumento da expressao de
ICAM-1, seu rearranjo e polarizagdo na superficie celular, juntamente com a
ligacdo ao seu receptor, antigeno funcional de leucécitos (LFA-1) na superficie
de mondcitos é essencial para a geragédo de CGM @

O fator estimulador de colénias de granulécitos e monoécitos (GM-CSF)
pertence ao grupo dos fatores do crescimento. Tém como fungbes acelerar a
hematopoiese nos primeiros passos da diferenciacdo das células mieldides,
resultando no aumento da produgdo de neutréfilos, monécitos e eosindfilos,
além de estimular uma variedade de atividades funcionais destas células,
incluindo fagocitose de organismos fungicos por neutréfilos ou

mondcitos/macréfagos “® . In vitro, o GM-CSF aumenta a atividade fagocitica



de neutréfilos ou mondcitos contra C. albicans, A. fumigatus, Histoplasma
capsulatum, C. neoformans, Penicillium marneffei, Trichosporon beigelii and
Fusarium solani #°46474849) o 3 atividade fungicida contra Paracoccidioides

brasiliensis ©?

.O tratamento com GM-CSF diminuiu a carga fungica e/ou
aumentou a sobrevivéncia em modelos animais de candidiase, aspergilose e
histoplasmose ©'°2°3 QOutros estudos in vivo, sugerem que o GM-CSF tenha
um papel na producdo de citocinas Th1, principalmente de IFN-y ©*°® O GM-

%) como fator

CSF foi utilizado em experimentos de Tambuyzer & Nouwen
estimulador de formagdo de CGM in vitro por microglia de suinos. Porém, os
autores relataram que o GM-CSF em altas concentragbes bloqueou quase
totalmente a formagéao de CGM.

O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a.) € uma citocina pro-inflamatoria
necessaria para o desenvolvimento das imunidades inata e adaptativa nas
infeccdes fungicas ©”) | e tem sido utilizado, tanto em experimentos in vivo
como in vitro, para induzir a formacdo de CGM e de granulomas, embora os
resultados tenham sido conflitantes ) .Alguns estudos tém mostrado que essa
citocina ndo induz formacdo de CGM a partir de mondcitos ou macréfagos

20,31,37,39,58)

murinos .Entretanto, anticorpos anti-TNF-a. podem tanto inibir a

M (3959 (596061) " como aumentar o indice de

formacao de CG ) e granulomas
fusdo dessas células © .Segundo Kindler et al. ®© | o TNF- a é considerado o
principal mediador de formag&o do granuloma, uma vez que a adicao de
anticorpos anti-TNF-a impede a sua formacéo ©2

Na paracoccidioidomicose, o TNF- a é produzido pelos macrofagos em
resposta aos componentes da parede celular do P. brasiliensis e desempenha
papel importante na modulac&do da resposta granulomatosa 63) Embora altos
niveis de TNF-a tenham sido detectados no sangue e lavado broncoalveolar de

64.6586) 5 papel preciso dessa citocina na formagao do

pacientes com a micose
granuloma e inflamagédo ainda néo esta esclarecido. A expresséo de TNF-a
tem sido observada em lesdes de mucosa oral, pele e nddulos linfaticos de
pacientes com a doencga ativa, estando presente em macréfagos, neutréfilos,
CGM e em células dendriticas "% Em granulomas de lesdes de pele e
mucosa de pacientes com a forma crénica da micose, avaliados antes do

tratamento com sulfametoxazol-trimetoprim, observou-se imunomarcagéo para



TNF-a distribuida de forma difusa envolvendo os granulomas e sobre células
mononucleares e ceratindcitos. Nesta fase havia muitas células gigantes
contendo fungos em seu interior. Apds o tratamento, observou-se reducdo dos
depdsitos de TNF-o nas lesbdes constituidas por granulomas densos e bem
organizados, contendo raras células gigantes. Esses resultados sugerem a
participacdo dessa citocina na génese e modulagcédo da reagao granulomatosa
contra o P.brasiliensis e, provavelmente na indugcdo de CGM ©9).

O TGF-B4 € um importante agente imunossupressor in vivo. Foi descrito
em pacientes portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida e na
tuberculose. A producdo elevada de TGF-B, por células mononucleares,
isoladas de sangue periférico, sugere que essa citocina contribui para a

707 Além disso, o

imunossupresséo sistémica, observada nessas patologias (
TGF-B, tem sido identificado em CGM do tipo Langhans e em células
epitelidides, presentes no granuloma pulmonar de pacientes com tuberculose
ativa "". Também, a analise imunohistoquimica de biépsias de mucosa oral e
de linfonodos de pacientes com paracoccidiodomicose mostrou a expressao de
TNF-a, TGF-B; e da enzima iINOS em CGM e em macroéfagos em contato com

67 Parise-Fortes et

células leveduriformes do Paracoccidioides brasiliensis
al.®® também detectaram a expressdo de TGF-B, na derme, em citoplasma de
macrofagos e de CGM, em biopsias de pele e mucosa de pacientes com a
forma crénica de paracoccidioidomicose, avaliados antes e aos 20 dias de
tratamento com sulfametoxazol-trimetoprim. O deposito de TGF-B1 foi mais
acentuado nas areas de fibrose das lesbes avaliadas ap6s o tratamento.

A IL-10 é uma importante citocina anti-inflamatéria produzida por
mondécitos e macréfagos, capaz de diminuir a produgéo de IL-1B,, TNF-a, IL-6 e
IL-8 em mondcitos /macréfagos estimulados com LPS. Além disso, exerce
efeito inibidor sobre o burst respiratorio, atividade microbicida, expressédo de
moléculas de classe Il e apresentacdo de antigenos para as células T *7). A
IL-10 exerce atividade supressora indireta sobre a sintese de IFN-y, porque
esta relacionada principalmente com a sua capacidade de inibir a atividade das
células apresentadoras de antigeno, através da diminuicdo da expresséo de
moléculas de classe Il ligadas ao complexo principal de histocompatibilidade "%

75)

e de moléculas co-estimulatorias como ICAM-1, B7-1 E B7.2 (™. Segundo



Redpath et al. (78) a producéo de IL-10 por macrofagos poderia representar um
mecanismo comum de imunossupressao induzido por um grupo diverso de
microorganismos intracelulares, que tém a capacidade de infectar e se
multiplicar em macréfagos. Assim, a IL-10 parece ser uma citocina chave, que
limita a injuria tecidual durante infec¢des, por diminuir a duragéo e intensidade
das respostas imune e inflamatéria ") .

Estudos in vitro sobre a funcdo de CGM demonstraram que estas células
possuem atividade microbicida contra patdgenos intracelulares. Células
gigantes multinucleadas do tipo Langhans, geradas por incubacédo de
mondcitos humanos com IFN-y e/ou sobrenadante de cultura de células
contendo citocinas e Mycobacterium tuberculosis, apresentam a capacidade de
sequestrar e limitar o crescimento e disseminacdo da bactéria para células
adjacentes . De acordo com Gasser & Most ), a capacidade de fusdo
celular é gradualmente perdida durante a maturagdo dos macréfagos.
Monécitos sdo capazes de fundirem-se com outros monécitos, bem como com
macrofagos . Portanto, a fusdo de mondcitos recém-migrados ao sitio da
reacdo granulomatosa, pode ser benéfica, protegendo o hospedeiro contra a
infecgdo, uma vez que monocitos tém maior capacidade de matar
microrganismos intracelulares como micobactérias do que os macréfagos 79,
Alguns resultados de experimentos, principalmente in vitro, indicam que as
CGM representam uma adaptacao celular para aumentar a atividade fagocitica
e a degradacdo ou eliminagdo de agentes irritantes, que s&o resistentes a
eliminacéo pelo macréfago isolado ©V.

Células gigantes multinucleadas, derivadas de mondécitos de sangue
periférico, apresentam atividade oxidativa elevada contra Candida albicans in
vitro ®V. Além disso, a fungdo dessas células na reagédo granulomatosa parece
estar relacionada com a produgdo de mediadores moleculares que regulam a
formagdo do granuloma. Seitzer et al. ®” relataram que CGM, formadas a
partir de células mononucleares do sangue periférico humano e incubadas com
larvas de Nipostrongylus brasiliensis, produzem RNA mensageiro para IL-1 B,
IL-6, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-o) e para a enzima oxido nitrico
sintase induzivel (iNOS). Os autores consideram a CGM um constituinte ativo

da reacdo granulomatosa e possivelmente envolvida na formagéao e turnover do



granuloma e na destruicdo do agente agressor. Essas células, juntamente com
células epitelidides, macréfagos e outros tipos celulares como linfoécitos T,
granulécitos e fibroblastos, sdo considerados marcadores histologicos do
granuloma ®%87).

A paracoccidiodomicose, uma micose sistémica causada pelo fungo
dimérfico Paracoccidioides brasiliensis € encontrada principalmente em paises
da América Latina sendo considerada endémica em algumas areas no Brasil,
principalmente nas areas rurais, constituindo-se numa das mais prevalentes e
importantes micoses ®2) " Caracteriza-se por inflamagdo crénica supurativa,
supressdo da imunidade celular e alta quantidade de anticorpos 2% A
doenga pode manifestar-se sob multiplas formas, variando de benigna e
localizada a severa e disseminada, dependendo da extensao da depressao da
imunidade celular >89,

Pacientes com a forma ativa da micose apresentam uma gama de sinais
e sintomas agrupados em dois padrdes principais que definem as formas
aguda e crbnica ®7) A forma aguda é geralmente grave, de evolugdo rapida,
afeta predominantemente jovens de ambos o0s sexos e compromete
preferencialmente o sistema fagocitico mononuclear. A forma cronica tem
duracéao prolongada, instalagao lenta, gradual e afeta principalmente individuos
do sexo masculino acima de 30 anos de idade. As manifestagcdes pulmonares
sédo evidentes em 90% dos adultos doentes e as lesdes podem permanecer
localizadas (forma unifocal) ou disseminar por via linfatica pulmonar ou

linfohematogénica, envolvendo outros 6rgdos ou sistemas (forma multifocal)
(84,85,88)

O estabelecimento da doenga, sua disseminagéo e gravidade dependem
de fatores ligados ao fungo, como viruléncia e composi¢gao antigénica, das
condigcdes ambientais e principalmente de fatores relacionados com a resposta
imune do hospedeiro, durante a interagdo com o fungo, como idade, sexo,
estado nutricional, constituicdo genética e capacidade de resposta imunologica.
Em relacao a este ultimo fator, estudos clinicos e experimentais tém sugerido a
interacdo entre mecanismos inespecificos e especificos de defesa, que atuam
na resisténcia ao P. brasiliensis (486:89.90.91)

A paracoccidioidomicose € imunologicamente caracterizada por uma

reagao granulomatosa cronica comprometendo especialmente tecidos



pulmonares, mucosas e o sistema fagocitico mononuclear, com disseminagao
para figado, baco, adrenais e outros 6rgdos ®*®) Essa reacdo tecidual
representa uma resposta do hospedeiro ao fungo, na tentativa de bloquear e
restringir o fungo, impedindo sua multiplicacao e disseminacgao pelos tecidos do
hospedeiro ®) A evolucédo do granuloma parece estar relacionada a resposta
imune do hospedeiro e aos componentes de parede liberados pelo fungo 2. A
formagcdo do granuloma é provavelmente modulada por fatores soluveis
secretados por agentes infecciosos, bem como por mediadores originados das
células inflamatérias. Nos granulomas, macrofagos diferenciam-se em células
epitelidides, chamados macroéfagos diferenciados, e/ou fundem-se para formar
as CGM ®®. Também, leucécitos polimorfonucleares podem ser observados
em contato com o fungo, na area central e, envolvendo o granuloma ha um

halo de células mononucleares 9.

Esse granuloma epiteliéide pode estar
presente tanto na forma aguda como crbnica da doenga. Apresenta-se de
forma complexa, associando-se tanto a lesdes pouco definidas, com grande
quantidade de fungos, quanto a lesbes epitelibides, que circunscrevem o0s
fungos presentes 4.

A analise imunohistoquimica da composicédo das células presentes nos
granulomas epitelidides, obtidos de bidpsias de pele ou mucosa de pacientes
com paracoccidioidomicose tem demonstrado a presenca de um agrupamento
central de células HLA-DR®, representadas por macrofagos e células
epitelidides envolvidas por manto periférico de células T com predominio da
populagdo CD4". Estes achados sugerem que os linfocitos T e as células HLA-
DR" estdo ativamente envolvidas no processo de formagéo do granuloma e na

defesa do hospedeiro contra o P. brasiliensis .

Portanto, macréfagos e
linfocitos T parecem ser as células centrais na morfogénese do processo
inflamatério e sua atuagdo sinérgica, tem papel importante na formacdo e
modulagcdo do granuloma, através da producdo de citocinas e outros
mediadores no sitio inflamatorio'?. E provavel que na paracoccidioidomicose o
TNF-a, detectado em altos niveis do plasma de pacientes e de animais, atue
modulando e amplificando a resposta imune e promovendo a atividade
fungicida mediada por macrofagos (¢369.96:97),

A multicelularidade, o pleomorfismo celular, a participacdo do sistema

imune modulando a lesdo e a complexidade de fatores envolvidos na mediacao
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da formacdo do granuloma limitam a compreensdo do processo ©2) Fortes
evidéncias indicam que a maioria dos macrofagos presentes nos granulomas

o (9899

derivam de mondocitos do sangu ). Entretanto, ndo esta claro, qual a

extensédo da proliferagdo, migracado e ativacao de outras células tipicas que

o 1199 Segundo Vigna et al. ©?, a tendéncia de

influenciam o inicio da lesa
agregacdo dos fagécitos ao redor de particulas estranhas, formando um
granuloma, é um antigo fendbmeno revolucionario de defesa do organismo.

O principal significado biolégico da formag¢ao do granuloma é a limitagéo

| (101)

da infec¢do na area loca , prevenindo, assim, a disseminacéo do parasita

nos tecidos sadios. De acordo com Hogan et al. (1%

, a inflamacao
granulomatosa é um importante componente da resposta imune contra muitos
patdbgenos intracelulares e alguns antigenos n&o-degradados. Estas respostas
sdo iniciadas pelos linfécitos CD4+ T com a acumulacdo de macroéfagos, e
outras células efetoras em resposta as citocinas de célula T (1%,

Segundo Parise-Fortes et al. ©) ha PCM a destruicdo ou o sucesso da
implantagédo do fungo no tecido do hospedeiro depende ndo somente das
caracteristicas do fungo, mas principalmente da citocina presente no meio
durante o confronto fungo-fagocito na inflamagao granulomatosa. Mondcitos e
macréfagos sao os elementos de imunidade inata, mais relevantes, durante a
relacdo fungo-hospedeiro, na reacdo granulomatosa. Desta forma, se o fungo
induzir precocemente a produgédo de citocinas com atividade supressora ou

anti-inflamatéria, como IL-10 e TGF-p, 4%

, podera desativar o macréfago
tecidual, instalando—se nos tecidos e se reproduzir, disseminando-se para
varios érgéos e sistemas (1%,

Na paracoccidioidomicose humana ha evidéncias de que mondcitos do
sangue periférico se encontram ativados pela infeccdo, produzindo niveis
elevados de citocinas com atividade pré-inflamatéria, além de outras com acéo
anti-inflamatoria ('° .Varios estudos histopatologicos realizados com pacientes
e com animais experimentalmente infectados com P.brasiliensis tém descrito a
presenca de CGM em lesdes granulomatosas desta micose (18%41%9) Em
estudo empregando modelo experimental de paracoccidioidomicose em
hamsters, infectados com diferentes cepas de P.brasiliensis, verificou-se que a

presenca de CGM nas lesdes, contendo fungos em seu interior, estava



11

associada a maior sobrevida dos animais a infec¢do, sugerindo que essas
células desempenham papel importante na defesa contra o fungo "%

Em estudo recente, avaliamos a cinética de formacéo das CGM e sua
participacdo na atividade fungicida contra P. brasiliensis a partir de mondcitos
de individuos saudaveis. A fusdo dos mondécitos humanos in vitro e a formacéao
de CGM foram estimuladas por IFN-y, antigenos de P. brasiliensis (AgPb) e
meio condicionado obtido de células mononucleares estimuladas por
Concanavalina A. Os resultados mostraram que a estimulacdo com IFN-y e
AgPb induziu aumento estatisticamente significante na fusdo de mondcitos e na
geracao de CGM, apos 72 horas de cultura. A avaliagéo da atividade fungicida
demonstrou que tanto monécitos como CGM derivadas de mondcitos
estimulados por AgPb ou IFN-y s&o capazes de matar o fungo. Assim, a
atividade fungicida de mondcitos e de CGM estimulados por IFN-y e AgPb
poderia ser explicada pela produgédo de TNF-a induzida tanto por IFN-y como

97) Estes dados foram

por componentes da parede celular do P. brasiliensis
confirmados por Siqueira et al. ('®® demonstrando que monécitos de sangue
periférico de individuos saudaveis produzem niveis elevados de TNF-a apds
infecgéo in vitro com a cepa Pb18 de P.brasiliensis desde 4hs de co-cultivo,
sugerindo ser o TNF-a. um componente essencial para a defesa do hospedeiro
contra infecgdes.

Embora as CGM tenham sido documentadas bem antes do século
passado em lesbes de tuberculose ®  sendo consideradas caracteristica
histolégica de inflamagéo cronica, ainda pouco se conhece sobre os sinais que
induzem sua formagdo, os mecanismos moleculares envolvidos na fuséo de
macréfagos ou seu significado fisioldgico nos sitios de inflamagao cronica (%9

Portanto, o desenvolvimento de um modelo in vitro envolvendo CGM
formadas a partir de diferentes associa¢des de antigeno de P. brasiliensis com
citocinas, bem como o estudo da atividade fungicida dessas células contra P.
brasiliensis podera contribuir para o conhecimento dos mecanismos que

ocorrem in vivo nas lesdes de pacientes com paracoccidioidomicose.
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2. OBJETIVOS:

1. Avaliar o efeito modulador das citocinas proé-inflamatérias (IFN-y, TNF-a e
GM-CSF) e anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-B;) na indu¢cdo de CGM a partir de
monocitos  humanos, estimulados com antigeno de Paracoccidioides

brasiliensis (AgPb).

2. Realizar contagem diferencial de CGM tipo Langhans e CGM tipo corpo
estranho, apds a formacédo dessas células in vitro a partir de monécitos de
individuos saudaveis, estimulados com AgPb e citocinas pro- e anti-

inflamatorias.

3. Avaliar a atividade fungicida das CGM, formadas a partir de monécitos de
individuos saudaveis estimulados com AgPb e citocinas pr6o- e anti-

inflamatérias, contra a cepa 18 de P. brasiliensis.

3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Mondcitos do sangue periférico foram obtidos de individuos saudaveis e
cultivados in vitro na auséncia de estimulo ou na presenga de antigenos de P.
brasiliensis (AgPb) ou AgPb+IFN-y, AgPb+GM-CSF, AgPb+IL-10, AgPb+TGF-
B; ou AgPb+TNF-a por 72 h para avaliar o papel modulador das citocinas sobre
a geragédo de CGM.

A avaliagdo da atividade fungicida das CGM induzidas por citocinas e
AgPDb foi realizada ap6s 72 h de cultivo.O sobrenadante das culturas foi retirado
e as células desafiadas com células leveduriformes viaveis da cepa Pb18 de P.
brasiliensis. Apés 4h de incubacdo com o fungo a 37°C e 5% de CO,, a
atividade fungicida das CGM foi avaliada por meio da recuperacéo de fungos

viaveis obtida por plaqueamento das culturas em meio BHI-agar.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Individuos estudados

Foram avaliados monécitos do sangue periférico de 20 individuos
saudaveis, doadores de sangue do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP. O consentimento dos individuos para
participacdo no presente trabalho foi obtido ap6s informacao e esclarecimento
sobre os objetivos da pesquisa e assinatura do formulario de consentimento,
tendo aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu, OF. n°. 432/2006-CEP (Anexo 1).

4.2. Cultivo de P. brasiliensis

Foi utilizada a amostra Pb18 de P. brasiliensis, proveniente da Micoteca
do Departamento de Microbiologia e Imunologia, do Instituto de Biociéncias de
Botucatu, UNESP. A cepa foi mantida por incubacdo a 36°C na forma de
levedura, com subcultivos semanais, em meio de cultura GPY, contendo 2%
glicose, 1% peptona, 0,5% extrato de levedura e 2% de &gar. As células
leveduriformes foram utilizadas ap6s 5 e 6 dias de cultivo, para preparo de

antigeno e infecgdo in vitro das culturas contendo CGM.

4.3. Teste de viabilidade do P. brasiliensis

A cepa 18 de P. brasiliensis foi cultivada de acordo com o item acima.
Apoés o crescimento, as células leveduriformes foram removidas da superficie
de cultivo com auxilio de alga de platina e transferidas para tubos estéreis
contendo pérolas de vidro de 4mm de didmetro e aproximadamente 10 mL de
meio RPMI 1640 (Gibco Laboratories, Grand Island, N.Y.) e homogeneizadas
em agitador de tubos tipo Vortex (Technal, Sdo Paulo, Brasil) por 30 segundos.
Em seguida, as suspensdes celulares foram mantidas a 37°C durante 5 min
para sedimentacdo de grumos néo desfeitos durante a agitagdo. Apds este
periodo, o sobrenadante dessa suspenséao foi coletado, sendo utilizada uma

aliquota para contagem das células leveduriformes em camara



14

hemocitométrica, tipo Neubauer. A viabilidade das células fungicas foi
determinada, utilizando-se microscopio com contraste de fase, segundo

19 Foram consideradas viaveis as células

método descrito por Soares et al. |
com aspecto brilhante e, células mortas as com coloracdo opaca e escura.
Foram empregadas nos experimentos, suspensdes fungicas com, no minimo,

95% de viabilidade.
4.4. Preparo de antigeno “cell-free” de Paracoccidioides brasiliensis

O antigeno de P.brasiliensis (AgPb) foi preparado segundo Camargo et

") a partir de células leveduriformes da amostra Pb18 cultivada por 5 dias,

al. {
conforme descrito no item 4.1. O crescimento fungico correspondente a trés
tubos foi pesado e, cerca de 300 mg de células foram ressuspendidos em 1 mL
de solugéo salina tamponada com fosfatos 0,15M, pH 7,2, (PBS) estéril. A
suspensao fungica foi homogeneizada em agitador de tubos tipo Vortex
(Technal) por 30 seg e, em seguida centrifugada durante um minuto a 1000 g.
O sobrenadante obtido foi esterilizado por filtraggo em membrana Millipore
0,22um e denominado “antigeno cell-free”, sendo a concentracdo protéica
determinada pelo método de Lowry et al. (''?e, as aliquotas armazenadas a —

20°C.
4.5. Preparo do extrato-aquoso de células fungicas

A amostra Pb192 de P. brasiliensis foi cultivada em meio de cultura GPY,
contendo 2% glicose, 1% peptona, 0,5% extrato de levedura e 2% de agar por
incubagdo a 36°C. As culturas foram utilizadas apés 5 dias de cultivo para o
preparo do extrato aquoso segundo o método de Kurita et al. ™. O
crescimento de um tubo de cultura de Pb192 foi retirado com alga de platina e
colocado em frasco contendo 250 mL de GPY, sendo incubado a 36°C com
agitagdo constante de 140 rpm por 7 dias. Apdés o periodo, o meio foi
distribuido em frascos plasticos que foram centrifugados a 2500 rpm por 30
min. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado fungico foi pesado, sendo
adicionado volume de agua destilada estéril suficiente para obtencdo de

suspensao fungica a 10%. A seguir, a suspenséo foi autoclavada a 127°C por
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15 min e deixada em repouso por 3 dias a temperatura ambiente. Apos esse
periodo, os frascos contendo essa suspensao foram centrifugados a 400 g por
15 min, o sobrenadante retirado com esterilidade e denominado extrato
aquoso. As aliquotas desse extrato foram armazenadas a — 20°C até o

momento de uso.
4.6. Isolamento e cultura de monécitos

Sangue periférico de individuos saudaveis, doadores do Banco de
Sangue do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da UNESP -
Campus de Botucatu foi obtido por pungéo venosa sendo 20 mL colocados em
tubo estéril, contendo 20 U/mL de heparina (Liquemine, Roche). As células
mononucleares foram obtidas por meio de separacédo em gradiente de Ficoll-
Hypaque (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA), segundo a técnica
descrita por B@yum "*. O anel rico em células mononucleares foi lavado,
inicialmente, com solucéo gelada de EDTA 0,01M em PBS, por 10 min a 200 g
e logo ap6s com meio de cultura RPMI 1640 (Sigma) por mais 10 min a 200 g.
ApOs esses procedimentos as células foram ressuspensas em meio de cultura
RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 2 mM de L-glutamina (Sigma), 40
pg/mL de gentamicina e 10% de soro bovino fetal (Gibco) inativado (RPMI
completo). A identificagdo, contagem e a viabilidade dos monécitos foram
realizadas por incorporacdo de vermelho neutro. Para isso, 50 ulL da
suspensao de células mononucleares foram incubadas por 10 min a 37°C com
0,45 mL da solugéo do corante a 0,02%. Os mondcitos foram diferenciados dos
linfécitos por apresentarem citoplasma de coloragcdo vermelha. Assim, a
concentracéo celular foi ajustada para 2 X 10° mondcitos viaveis/mL apds

contagem em camara hemocitométrica.
4.7. Formacao de células gigantes multinucleadas

A cultura de monécitos para geracao de CGM foi realizada conforme
técnica descrita por Enelow et al. ®V. A suspensado de células mononucleares
contendo 2x10® mondcitos/mL foi colocada em volume de 50 uL, como uma

unica gota no centro do orificio de placa para cultura de células contendo 24
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orificios de 16 mm de diametro (Limbro, Flow Lab. Inc., USA) para produzir
uma monocamada densa de mondcitos aderentes. As culturas foram incubadas
por 60 min a 37°C em atmosfera constante de 5% de CO.. Apds esse periodo,
os orificios da placa foram lavados com meio RPMI 1640 (Gibco) para retirada
das células ndo-aderentes e os mondcitos cultivados, sem estimulo, com 1 mL
de meio RPMI completo (cultura controle). Outros orificios receberam meio
RPMI completo, adicionado de associagbes de AgPb e citocinas, conforme

descrito a seguir:

Meio RPMI completo

Meio RPMI completo + AgPb

Meio RPMI completo + AgPb + GM-CSF

Meio RPMI completo + AgPb + IFN-y

Meio RPMI completo + AgPb + IFN-y + GM-CSF
Meio RPMI completo + AgPb + IL-10

Meio RPMI completo + AgPb + IL-10 + GM-CSF
Meio RPMI completo + AgPb + TGF-$,

Meio RPMI completo + AgPb + TGF-B, + GM-CSF
10. Meio RPMI completo + AgPb + TNF-a

11. Meio RPMI completo + AgPb + TNF-a. + GM-CSF

© © N o g b~ w DD PRE

As culturas foram observadas diariamente, utilizando-se microscépio
invertido (Nikon), para avaliagdo do agrupamento e fuséo celular. Apos 3 dias,
as células foram fixadas com metanol e coradas com corante May-Grunwald-
Giemsa (Sigma) (MGG), para avaliagdo microscépica das CGM e do indice de
fusdo. Foram consideradas CGM, células contendo 3 ou mais nucleos por
célula. A taxa de fusdo dos mondcitos foi determinada pela analise das células
em microscopio (Nikon) utilizando-se objetiva (20 x) e ocular (10 x). No mesmo
campo microscopico, foram contados o numero de nucleos dentro da CGM e o
namero total de nucleos. Pelo menos 500 nucleos foram contados em cada
experimento. O indice de fuséo foi calculado pela seguinte férmula:

IF = (ndmero de nucleos dentro de GCM / numero de nucleos
contados ) x 100.
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4.8. Avaliacao da atividade fungicida

Culturas contendo CGM foram preparadas conforme descrito no item
4.7. Ap6s 3 dias de cultivo, o sobrenadante da cultura foi aspirado e as células
incubadas com 1mL de suspens&o da amostra Pb18, contendo 4 x 10* células
leveduriformes/mL, viaveis e diluidas em meio RPMI 1640 (Gibco) adicionado
de 10% de soro AB humano nao inativado. Alguns orificios da placa de cultura
receberam apenas suspensdes de células fungicas, diluidas em RPMI, em
concentragcbes equivalentes as utilizadas na incubacdo com as CGM, sendo
consideradas culturas controles.

Apobs o periodo de 4h, os sobrenadantes das culturas foram coletados e
as células submetidas a diversas lavagens com agua destilada. Este processo
permite que o0s mondcitos sejam removidos da placa, lisados, com
consequente liberacdo dos fungos que foram fagocitados. As suspensdes
obtidas através desse processo foram adicionadas aos sobrenadantes ja
coletados e consideradas como culturas experimentais. O mesmo
procedimento foi realizado com as suspensdes controles, contendo apenas o
fungo.

Ao final do processo, o material obtido a partir de lavagens das culturas
controles e das experimentais com agua destilada, contendo fungos viaveis ou
nao, foi centrifugado e ressuspenso em volume de agua destilada. Em seguida,
100 pL dessas suspensodes fungicas foram semeados em trés placas contendo
meio de cultura agar-infusdo de cérebro-coragdo (BHI-agar — Difco Lab.,
Michigan, USA), suplementado com 4% de soro de cavalo e 5% de extrato
aquoso, preparado segundo Kurita et al. (13 conforme descrito no item 4.4. A
suspensao foi semeada, com auxilio de bastées de vidro em forma de L, por
toda a superficie do meio de cultura e as placas incubadas em estufa a 36°C.

A atividade fungicida das CGM foi detectada através da contagem das
unidades formadoras de colénia (UFC) apds 10 dias de semeadura e calculada

através da seguinte férmula:

% de atividade fungicida=1 -Imédia das UFC das culturas experimentais L x 100
média das UFC das culturas controle
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4. 9. Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software GraphPad
Instat, San Diego, Califérnia, USA. Os dados referentes a geragdo de CGM e a
atividade fungicida das CGM contra o P.brasiliensis, nos diferentes
tratamentos, foram avaliados por Analise de Variancia (ANOVA) para amostras
dependentes e as médias comparadas pelo teste de Correlagdes Multiplas de

(115

Tukey-Kramer ") O nivel de significancia adotado para todos os testes foi de

5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito de GM-CSF sobre a formacdo de CGM in vitro a partir de

monaocitos humanos estimulados com antigenos de P. brasiliensis

Culturas de mondcitos obtidos de sangue periférico humano foram
incubadas na presenga ou auséncia de 100 ug/mL de AgPb e de
concentragbes de GM-CSF variando de 50 a 1000 Ul/mL e, o indice de fuséo
dessas células para geracédo de CGM foi avaliado ap6és trés dias de cultivo a
370C e atmosfera de 5% de CO.. Os resultados estdo representados na Figura
1 e mostram que o estimulo com AgPb ou AgPb adicionado de diferentes
concentragcbes de GM-CSF resultou em indices de fusado significativamente
mais elevados do que os obtidos nas culturas controles, ndo estimuladas. Os
indices de fusado obtidos nas culturas tratadas com AgPb+100 Ul/mL de GM-
CSF foram significativamente maiores quando comparados aos das culturas
estimuladas apenas com AgPb e com AgPb+GM-CSF nas concentragdes de
250, 500 e 1000 Ul/mL. Os valores baixos de indices de fusdo obtidos com
concentragdes maiores de GM-CSF sugerem efeito toxico desta citocina sobre
0Ss monacitos.

A andlise das culturas mostrou que os indices de fusao para formagéao
de CGM com concentragdes de 50, 100 e 200 Ul/mL de GM-CSF foram os que
mantiveram a viabilidade das células e nao apresentaram diferenca estatistica
entre si. Em vista destes resultados a dose de 100 Ul/mL de GM-CSF foi

escolhida para os estudos de indugao e modulagéo da formag¢ao de CGM.
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Figura 1. indices de fus&o obtidos apds trés dias de cultivo de mondcitos

humanos na auséncia (controle) ou na presenca de antigenos de

P.brasiliensis (Ag) e de diferentes concentracdes de Fator estimulador de

coldnias de granulécitos e monadcitos (GM). Os resultados sé8o expressos

como média + erro padrdo de dez experimentos independentes.

*(p<0,001) vs controle; +(p<0,05) vs Ag+GM 250, Ag+GM 500, Ag+ GM 1000;

#(p<0,05) vs Ag (ANOVA)
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5.1. Efeito de IFN-gama sobre a formagédo de CGM in vitro a partir de

monocitos humanos estimulados com antigenos de P. brasiliensis

Os resultados representados na Figura 2 mostram que os indices de
fusdo obtidos apds trés dias de incubacédo nas culturas estimuladas com
AgPb+300 Ul/mL de IFN-y foram significativamente maiores em comparagao
aos das culturas controle, n&o estimuladas e das estimuladas com AgPb+IFN-y
nas concentragcdes de 50 e 100 Ul/mL. O estimulo das células com AgPb
apenas, resultou em indices de fusdo semelhantes aos obtidos com o

tratamento empregando AgPb+300 Ul de IFN-y.
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Figura 2. indices de fus&o obtidos apds trés dias de cultivo de mondcitos
humanos na auséncia (controle) ou na presenca de antigenos de
P.brasiliensis (Ag) e de diferentes concentragbes de interferon-gama
(IFN). Os resultados sdo expressos como meédia + erro padrédo de dez

experimentos independentes.

*(p<0,001) vs controle; +(p<0,05) vs Ag+IFN 100 (ANOVA)
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5.3. Efeito de IL-10 sobre a formagdo de CGM in vitro a partir de

monocitos humanos estimulados com antigenos de P. brasiliensis

A figura 3 mostra os resultados de indices de fusao obtidos nas culturas
de mondcitos tratadas ou ndo com AgPb ou AgPb+IL-10 nas concentragbes de
50,100 e 200 Ul/mL. Os indices de fusao detectados nas culturas estimuladas
apenas com AgPb foram significativamente mais elevados em comparagéo aos
indices obtidos apods estimulo com AgPb e adicdo das diferentes
concentragcbes de IL-10 e aos das culturas controle, ndo estimuladas. N&o
houve diferenga estatisticamente significativa entre os resultados obtidos com
IL-10 e os das culturas controle. Os resultados indicam que a adigéo de IL-10,
nas diferentes concentracbes empregadas, as culturas estimuladas com AgPb

inibe a formacao de CGM.
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Figura 3. indices de fus&o obtidos ap0s trés dias de cultivo de mondcitos
humanos na auséncia (controle) ou na presenca de antigenos de
P.brasiliensis (Ag) e de diferentes concentracdes de Interleucina-10 (IL-
10). Os resultados sdo expressos como média + erro padrao de dez
experimentos independentes.

*(p<0,001) vs controle, IL10-50, IL10-100, IL10-200 (ANOVA).



23

5.4. Efeito de TGF-beta; sobre a formagédo de CGM in vitro a partir de

monocitos humanos estimulados com antigenos de P. brasiliensis

Os resultados dos indices de fusdo obtidos ap6s cultivo dos mondcitos
na presenca ou auséncia de AgPb e de diferentes concentragcdes de TGF-j4
(Figura 4) mostram que esta citocina apresenta efeito modulador negativo
sobre a geragdo de CGM. Os indices de fusdo foram significativamente
menores quando comparado aos resultados obtidos com o estimulo por AgPb
apenas. Os menores indices de fusdo foram obtidos com as doses de 250 e
500 pg/mL de TGF-B4, cujos resultados n&o diferiram estatisticamente dos

obtidos nas culturas controle, ndo estimuladas.
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Figura 4. indices de fus&o obtidos ap0s trés dias de cultivo de monécitos
humanos na auséncia (controle) ou na presenca de antigenos de
P.brasiliensis (Ag) e de diferentes concentragdes de Fator de crescimento
e transformacao (TGF). Os resultados sdo expressos como média + erro
padréo de dez experimentos independentes.

*(p<0,05) vs controle; +(p<0,01) vs Ag+TGF 62,5; Ag+TGF 125; Ag+TGF 250;
Ag+TGF 500 (ANOVA).
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5.5. Efeito de TNF-alfa sobre a formacdo de CGM in vitro a partir de

monocitos humanos estimulados com antigenos de P. brasiliensis

A Figura 5 representa os resultados das culturas de monocitos
estimulados com AgPb ou com AgPb+TNF-a nas concentragbes de 50, 100 e
200 Ul/mL para a inducédo da formacédo de CGM. Os indices de fusdo nestas
culturas nao apresentaram diferengas estatisticamente significativas, quando
comparados entre si. Entretanto, foram significativamente maiores do que os

determinados nas culturas controle, ndo estimuladas.
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Figura 5. indices de fus&o obtidos apds trés dias de cultivo de mondcitos
humanos na auséncia (controle) ou na presenca de antigenos de
P.brasiliensis (Ag) e de diferentes concentracdes de Fator de necrose
tumoral alfa (TNF). Os resultados s&do expressos como meédia + erro
padréo de dez experimentos independentes.

*(p<0,001) vs controle
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5.6. Efeito modulador de diferentes citocinas sobre a formagcédo de CGM a
partir de monécitos de sangue periférico de individuos saudaveis,

estimulados com antigenos de Paracoccidioides brasiliensis

O efeito modulador das diferentes citocinas sobre a formagdo de CGM
induzida por AgPb pode ser melhor visualizado na figura 6. Assim, mondcitos
humanos foram cultivados na auséncia de estimulo (controle), na presenca de
AgPb ou das seguintes associagcbes: AgPb+GM-CSF, AgPb+IFN,
AgPb+IFN+GM-CSF,  AgPb+IL-10,  AgPb+IL-10+GM-CSF,  AgPb+TGF,
AgPb+TGF+GM-CSF, AgPb+TNF ou AgPb+TNF+GM-CSF. As concentragbes
das citocinas empregadas para o estudo do efeito modulador foram: GM-CSF
(100 Ul/mL), IFN-y (300 Ul/ml), IL-10 (50 Ul/mL), TGF-B, (250 pg/mL) e TNF-
a (50 Ul/mL).

Os resultados mostram que os indices de fusdo obtidos nas culturas
estimuladas com AgPb e tratadas com GM-CSF, IFN, TNF, IFN+GM-CSF, IL-
10+GM-CSF, TGF+GM-CSF e TNF+GM-CSF foram significativamente mais
elevados do que nas culturas controle, ndo estimuladas. A adicdo de GM-CSF
as culturas estimuladas com AgPb ou com AgPb+IFN-y, causou aumento
estatisticamente significativo dos indices de fusdo, quando comparados aos da
cultura estimulada apenas com o antigeno. Além disso, o tratamento das
culturas com AgPb+IL-10+GM-CSF e AgPb+TGF+GM-CSF induziu indices de
fusdo maiores do que os obtidos no tratamento com IL-10 ou TGF. Esses
resultados mostram que o GM-CSF reverteu, em parte, o efeito inibidor da
formacgédo de CGM induzido por IL-10 e TGF-f,.
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Figura 6. indices de fus&o obtidos apds trés dias de cultivo de mondcitos
humanos na auséncia (controle) ou na presenca de antigenos de
P.brasiliensis (Ag) e de diferentes associacdes de citocinas com AgPb e
GM-CSF (GM). Os resultados sdo expressos como média + erro padréo de
dez experimentos independentes.

*(p<0,001) vs controle; A (p<0,05) vs Ag+IL10, Ag+TGF; +(p<0,01) vs Ag, Ag+GM,
Ag+IFN, Ag+IL10+GM, Ag+TGF+GM, Ag+TNF, Ag+TNF+GM (ANO
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5.7. Efeito de citocinas sobre a formagcdo de CGM tipo Langhans e tipo
Corpo estranho estimuladas in vitro com antigeno de Paracoccidioides

brasiliensis

Na tabela 1 estdo expressos os resultados de formacao de CGM tipo
Langhans e tipo Corpo estranho produzidos apds incubacdo de mondcitos
humanos na presengca de AgPb ou AgPb associado as diferentes citocinas
empregadas. Assim, os mondcitos foram estimulados com AgPb ou AgPb+IFN-
v (300 Ul/mL), AgPb+GM-CSF (100 Ul/mL), AgPb+IL-10 (50 Ul/mL), Ag+TGF-
B, (250 pg/mL) e AgPb+TNF (50 Ul/mL) por trés dias a 37°C em atmosfera
constante de 5% de CO,. Os resultados mostraram que ha um predominio de
formagdo de CGM tipo corpo estranho com todos os estimulos empregados,
embora haja um discreto aumento de CGM tipo Langhans quando os

mondocitos foram estimulados com AgPb+IFN.
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Tabela 1. Células gigantes multinucleadas (CGM) tipo Langhans e tipo
Corpo estranho detectadas em cultura de mondécitos humanos
estimulados com antigenos de P.brasiliensis (AgPb) ou com AgPb
adicionado das citocinas Fator estimulador de col6nias de granulécitos e
monocitos (GM-CSF), Interferon-gama (IFN-y), Interleucina-10 (IL-10), Fator
de crescimento e transformacédo (TGF-fB,) e fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a)

Estimulo % CGM — Langhans % CGM — Corpo estranho
AgPb 8,6+24% 91,4 +6,3 "
AgPb + GM-CSF 143+35 * 857 +48"
AgPb + IFN-y 202 +31%4 798+59 " *
AgPb + IL-10 1,1+0,3 989+12"
AgPb + TGF-, 104 +47* 89,6 +6,2
AgPb + TNF-o 149+35% 851 +57 "

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo de cinco experimentos
independentes.

* (p<0,05) vs AgPb+IL-10; A (p<0,05) vs AgPb, AgPb+IL-10, AgPb+TGF-f;
* (p<0.05) vs AgPb, AgPb+GM-CSF, AgPb+IFN-y, AgPb+TGF-p,, AgPb+TNF-a;
+ (p<0,01) vs CGM-Langhans (ANOVA)
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Na figura 7 podem ser observados exemplos de CGM, formadas apés
trés dias de cultivo com estimulo de AgPb+IFN-y. As CGM apresentam maior
namero de nucleos dispostos irregularmente ou na periferia das células, dando
aspecto de CGM tipo corpo estranho (A) ou de Langhans (B e C)

respectivamente.

Figura 7. Formacao de células gigantes multinucleadas apdés trés dias de
cultivo de mondécitos na presenca de antigeno de Paracoccidioides
brasiliensis e IFN-y (300 Ul/mL). As células foram fixadas e coradas por
May-Grunwald-Giemsa. A: Células gigantes tipo corpo estranho (200x) e
B: (1000x); C: Célula gigante tipo Langhans em formacdo (1000x); D:
Célula gigante tipo Langhans, contendo 6 nucleos (1000x).
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5.8. Atividade fungicida de CGM obtidas de mondécitos humanos
estimulados com antigeno de Paracoccidioides brasiliensis (AgPb) ou

com AgPb e citocinas pro e anti-inflamatorias

Na figura 7 estédo representados os resultados da atividade fungicida de
CGM apods trés dias de cultivo sem estimulo (controle) ou com os estimulos
AgPDb, IFN-y, IL-10, TNF-a, TGF-B1 e associacdes destas citocinas com AgPb e
GM-CSF. A atividade fungicida foi avaliada pela recuperacédo de células
fungicas viaveis apds plaqueamento em meio de cultura, conforme descrito no
item 4.7 de material e métodos. Os resultados mostraram que CGM
estimuladas apenas com AgPb, AgPb+GM-CSF ou IFN-y tiveram atividade
fungicida significativamente mais elevada quando comparada com as culturas
controle e com as culturas estimuladas apenas com as citocinas IL-10, TGF-f34
e TNF-a. A atividade fungicida das CGM obtidas ap6s estimulo com
associagbes de citocinas com o AgPb e GM-CSF foi estatisticamente mais
elevada quando comparada com as citocinas isoladas, sugerindo que o GM-
CSF eleva a capacidade de macrofagos de matar o fungo.

A adicdo de GM-CSF as culturas tratadas com IL-10 induziu pequena
atividade fungicida, em comparacéo a observada nas culturas estimuladas com
AgPb adicionado ou n&o das demais citocinas, porém significativamente maior
do que nas culturas tratadas apenas com Ag+IL-10. A atividade fungicida
resultante das culturas de mondcitos tratadas com AgPb+TGF+GM-CSF ou
AgPb+TNF+GM-CSF foi também estatisticamente significativa quando
comparada com o resultado obtido de monécitos cultivados apenas com TGF-
1 ou TNF-a respectivamente. Em conjunto, os resultados indicam que IL-10 e
TGF-B4 tiveram seu efeito supressor parcialmente revertido pela adicdo de GM-
CSF.
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Figura 7. Atividade fungicida de CGM contra P.brasiliensis ap6s ativagcéao
com antigenos de P.brasiliensis (Ag) ou com Ag adicionado das citocinas
Fator estimulador de coldénias de granulécitos e monécitos (GM-CSF),
Interferon-gama (IFN-y), Interleucina-10 (IL-10), Fator de crescimento e
transformagcdo (TGF-B,) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a). Os
resultados sdo expressos como média + erro padrao de dez experimentos
independentes.

* (p<0,01) vs controle; A (p<0,01) vs Ag+IL-10; Ag+TGF; # (p<0,05) vs Ag+TNF;
+(p<0,01) vs Ag, Ag+GM, Ag+IFN, Ag+IL-10+GM, Ag+TGF+GM, Ag+TNF,
Ag+TNF+GM; # (p<0,05) vs Ag+TNF (ANOVA).
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6. DISCUSSAO

O presente estudo permitiu avaliar o efeito modulador de citocinas pré- e
anti-inflamatérias na formacao de CGM e na atividade fungicida dessas células
contra o P. brasiliensis.

Utilizamos antigenos de P. brasiliensis (AgPb) para indugédo de CGM a
partir de mondcitos. Essa estimulagdo antigénica induziu aumento
estatisticamente significativo na fusdo de mondécitos, ap6s 72 horas de cultura,
quando comparado com as células controle n&do estimuladas, concordando com

(107

resultados obtidos anteriormente em nosso laboratério '°”). O AgPb empregado

na indugdo de CGM ¢é denominado cell-free-antigen, caracterizado por

Camargo et al. "

e contém componentes da superficie celular do fungo,
revelando grande complexidade de moléculas com massas variando de 10 a
110 KDa, quando analisado por SDS-PAGE. Por conter alta concentracdo da
glicoproteina de 43 KDa (gp43), o cell-free-antigen é utilizado no diagnéstico da
paracoccidiodomicose.

Outros autores empregaram antigenos de parasitas para estudo da
formagao de CGM in vitro. Silva-Teixeira et al. ", utilizando antigenos obtidos
de ovos e de verme adulto de Schistosoma mansoni para indugdo de CGM por
células mononucleares do sangue periférico de pacientes com
esquistossomose, verificaram aumento do numero de CGM, significativamente
maior do que o induzido por derivado purificado de proteina (PPD). Segundo os
autores, o processo de formacdo de CGM induzido por antigenos pode estar
envolvido na regulagdo da resposta imune em varias condi¢des inflamatorias.
Na esquistossomose, estas células poderiam regular a resposta por bloqueio
do acesso de outros tipos celulares como linfécitos T ao estimulo antigénico

(1"8) " Heinemann et al.®®

persistente, presente nos ovos do parasita
demonstraram que leveduras de Candida albicans, mortas pelo calor, eram
capazes de induzir a formacdao de CGM dentro de 4-6 dias. Os autores
detectaram TNF-a, IL-1B e IL-6 no sobrenadante destas culturas e sugeriram
que o TNF-a era importante na formacéo de CGM e proliferacdo de mondcitos.
Portanto, em nosso estudo, os resultados da formagdo de CGM induzidas por

AgPb, sugerem que essas células podem ter papel relevante nos mecanismos



33

imunorregulatorios envolvidos na formagédo do granuloma frente aos antigenos
do fungo.

O estudo do efeito modulador de CGM sobre a formagéo de CGM in vitro
a partir de mondcitos humanos estimulados com AgPb mostrou que essa
citocina, empregada na concentragcao de 100 Ul/mL estimulou a formacao de
CGM com indices de fusao significativamente mais elevados em comparagéo
as culturas estimuladas apenas com AgPb. O aumento do indice de fusé&o
confirma o efeito ativador do GM-CSF sobre mondécitos, favorecendo o efeito
de multinucleacdo dessas células induzida pelo AgPb. Entretanto,
concentragbes elevadas (250, 500 e 1000 Ul/mL) desse fator de crescimento
ndo induziram a formagdo de CGM adequadamente, apresentando indices de
fusao inferiores quando comparado as culturas estimuladas com concentragoes
menores (50, 100 e 200 Ul/mL) e com o AgPb, sugerindo que GM-CSF tem
efeito toxico, quando utilizado em altas concentragdes.

Este fato estd de acordo com os experimentos de Tambuyzer &

Nouwen®®

, que observaram completa inibicdo da formacdo de CGM quando
células da microglia de suinos foram estimuladas com altas concentragdes de
GM-CSF apés 4 dias de incubacao. Segundo esses autores, o GM-CSF atuou
mais eficientemente como controlador do estado de ativacdo das células do
que na multinucleacédo das CGM. Porém estes dados sao conflitantes com os
relatados por outros autores, demonstrando que o GM-CSF atua como agente
indutor de formagao de CGM (7118,

(19 o GM-CSF promove a diferenciacdo de

Segundo Dugast et al.
mondcitos em macréfagos, porém nao induz a formacdo de CGM, sendo
necessario a presencga de IL-4 para a fusdo dos macréfagos em CGM. O GM-
CSF aumenta 3,6 vezes a geracdo de macroéfagos a partir de mondcitos (129
Entretanto, uma vez que os macréfagos sao formados, purificados e
transferidos para as culturas convencionais, o GM-CSF isoladamente ndo é
capaz de induzir a diferenciacdo de macréfagos em CGM ""®). Deste modo,
para o estudo da modulagado da formagcédo de CGM estimuladas com AgPb e
GM-CSF associamos as citocinas inflamatérias (IFN-y e TNF-a) e anti-

inflamatérias (TGF-B, e IL-10).
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No presente experimento, a adigdo de diferentes concentragdes de IFN-y
nas culturas de mondécitos estimuladas com AgPb para a geragcdo de CGM
mostrou que o efeito dessa citocina sobre o indice de fuséo e de formacéao de
CGM foi dose-dependente. Os indices de fusao obtidos com a concentragéo de
300 Ul/mL de IFN-y foram significativamente maiores do que os observados
nas doses de 50 e 100 Ul/mL, resultado semelhante ao descrito por outros
autores 7).

O IFN-y, nos estudos de formagdo de CGM in vitro, induzida por
diferentes estimulos, parece desempenhar um papel central entre as citocinas
indutoras de fusdo ©. Esta citocina atua promovendo o agrupamento de
monocitos e a adesdo celular, por mecanismo envolvendo mudanca na
expressao e distribuigao celular de moléculas de ICAM-1 @V,

Atribui-se ao TNF-a a capacidade de atrair mondcitos e induzir sua
diferenciacdo em células epitelidides, bem como ativagdo de mecanismos
microbicidas ('2"122123)  Assim, para verificar o seu efeito na formacdo de CGM
por monocitos estimulados com AgPDb, utilizamos as concentragcbes de 50, 100
e 200 Ul/mL. Observamos que, indiferentemente a dose utilizada, os indices de
fusao obtidos foram mais elevados quando comparados a cultura controle, mas
nao mostraram diferenca significativa, entre as doses de TNF-a. empregadas,
nem em relagdo ao estimulo das células com AgPb apenas. Este resultado
talvez possa ser explicado pelo fato que, segundo Franitza et al. '?», o TNF-a
nao tenha efeito quimioatrativo préprio, mas coopere com outras quimiocinas in
vitro para atrair a migragéo de células inflamatérias, auxiliando na manutengéo
dessas células recrutadas para o desenvolvimento do granuloma.

Em outro experimento, o TNF-a ndo foi detectado no inicio da cultura,
mas apds o aparecimento das CGM, quando sua concentracdo foi
determinada, sugerindo que o TNF-a esta envolvido na multinucleag&o
espontanea . Também é observado que macréfagos primarios, cultivados
por longo periodo, induzem espontaneamente a secrecdo de TNF-a, que atua
nos macréfagos via mecanismos autécrinos e paracrinos (129,

A cinética de producao de citocinas muda durante o curso dos processos
inflamatorios. As citocinas IL-1a e TNF-a s@o sintetizadas em niveis elevados

por CGM desde o inicio até que ocorra a maturacado do processo inflamatorio.
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Considerando que as CGM sé&o elementos celulares comuns da inflamagéo
granulomatosa, IL-1a € TNF-a sdo citocinas significativamente envolvidas no
recrutamento e ativacdo de células infiltradas, bem como na formacgédo do

) sendo razoavel a proposta de que CGM contribuem para

granuloma !
iniciagéo e manutencéo dos processos inflamatoérios.

Existem relatos que demonstram a presenca de citocinas inflamatorias
nas CGM, detectadas por imunocitoquimica '"'?®) A deteccado da transcrigao
de citocinas por RT-PCR tem sido mostrada, mas somente de maneira indireta
utilizando-se modelos in vitro ®®''® A demonstracdo do gene de transcrigao da
citocina é importante, considerando a presenga da citocina demonstrada
imunohistologicamente causada pelas atividades fagocitica e endocitica que
estas células normalmente manifestam, particularmente em ambiente
inflamatorio com alta produgao de citocinas inflamatérias 2.

Para o estudo do efeito modulador do TGF-f1 sobre a formacao de
CGM, estimuladas por AgPb, utilizamos as doses de 62,5, 125, 250 e 500
pg/mL. Os resultados mostram que essa citocina modula negativamente a
formacdo de CGM. Os indices de fusdo foram significativamente menores
quando comparado as culturas estimuladas apenas com o AgPb, ndo havendo
diferenca entre os resultados obtidos com as doses de TGF-f1 empregadas. O
TGF-B é uma importante molécula imunomodulatéria, que em geral exerce
efeitos imunossupressores, inibindo a proliferacédo de células T e B e das
células hematopoiéticas (129 Esta citocina em concentragbes mais baixas €&
pro-inflamatéria, enquanto em altas concentragbes torna-se profundamente

130

imunossupressora, diminuindo a producéo de IFN-y e TNF-a (130) pelas células

NK, antagonizando os efeitos do IFN-y e diminuindo a expressao de moléculas

| (131)

de classe | . O TGF-B, também é potente fibrogénico *°, sendo possivel

que as CGM estejam envolvidas na regulacao da inflamagéo e na indugao de

2) Essa citocina parece ser importante na

fibrose e cicatrizacdo da lesao
manutengdo e balango entre controle e destruicdo de organismos infecciosos e,
por outro lado também pode prevenir o dano tecidual causado pela intensidade
da resposta imune ("*?.

O efeito da IL-10 sobre a geragdo de CGM a partir de mondcitos,

estimulados com AgPb, empregando-se as concentragdes de 50, 100 e 200
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Ul/mL mostrou que a IL-10 inibe a formagdo de CGM. Os indices de fusdo
obtidos nao foram estatisticamente significativos quando comparados a cultura
controle, ndo estimulada. Considerando-se que a IL-10 é uma citocina anti-
inflamatédria, nossos resultados estao de acordo com os de outros autores, que
relatam o efeito regulatério dessa citocina sobre a produgdo de CGM

133

estimuladas com M-CSF (*3). A IL-10 parece desempenhar papel importante na

regulacdo da formacgdo de granulomas em resposta a infeccdo pelo

(134) demonstraram que camundongos

Mycobacterium bovis. Jacobs et al.
geneticamente deficientes em IL-10, quando infectados com M. bovis,
desenvolvem resposta imune eficiente para eliminagdo das micobactérias, com
granulomas bem definidos, contendo grande quantidade de células T e
macrofagos e expressando altos niveis de TNF-a e da enzima oOxido nitrico
sintase (INOS). Os autores sugerem que a imunidade celular esta aumentada
na auséncia da IL-10, resultando em resposta granulomatosa de maior
intensidade, capaz de acelerar a eliminacao das micobactérias. A atividade
supressora da IL-10 sobre macrofagos tem como principal fungéo conter os
efeitos deletérios da reacao inflamatéria produzida pelo TNF- a, descritos em
doencgas crénicas.

Além do estudo do efeito modulador de cada uma das diferentes
citocinas, GM-CSF, IFN-y, IL-10, TGF-B1 e TNF-a sobre a formacao de CGM
induzidas por AgPb, avaliamos a modulagdo da formagdo de CGM, utilizando
associagbes de AgPb + GM-CSF com citocinas inflamatérias (IFN-y e TNF-a) e
anti-inflamatérias (TGF-B, e IL-10). Verificamos que a formagdo de CGM foi
significativamente mais elevada quando das associagbes com as citocinas
inflamatorias em comparagdo com as associagdes com as citocinas anti-
inflamatoérias. Os mondcitos estimulados com AgPb + GM-CSF + IFN-y tiveram
indices de fusao significativamente mais elevados quando comparados aos
obtidos com os demais estimulos. Nossos resultados confirmaram sugestdes

prévias de que o IFN-y é a principal citocina envolvida na indugdo de CGM
(4,9,17,21,38,135)

Em estudo anterior demonstramos que a pré-incubagdo da cultura
contendo IFN-y com anticorpo monoclonal especifico anti-IFN-y impediu o

agrupamento e a fusdo celular dos mondcitos, confirmando a importancia
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dessa citocina na formacdo de CGM *). Tem sido descrito que anticorpos
anti-IFN-y inibem a formagdo de CGM tanto in vivo **? como in vitro 74",
indicando que IFN-y é necessario para todas as etapas da sequéncia de
formacdo de CGM @V,

Os resultados deste trabalho demonstraram que a associagdo do IFN-y
com o AgPb e GM-CSF, aumenta o efeito estimulador do IFN-y. Dados da
literatura mostraram que o IFN-y duplicou a quantidade de CGM formadas, nao
havendo mudancas morfolégicas significativas quando as células foram
estimuladas com PMA, TNF-a ou vaso-I 9,

Quando os mondécitos foram estimulados com TNF-a associado ao AgPb
e GM-CSF, os indices de fusado tiveram resposta semelhante aos mondcitos
estimulados apenas com o antigeno. Assim, podemos sugerir a hipétese de
que as células sofreram multinucleacao pela agdo do antigeno e ndo do TNF-q,
considerando relatos da literatura que enfatizam o efeito ambiguo do TNF-a na
inducdo ou nao de CGM .

As associagbes das citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-) com o
AgPb e GM-CSF mostrou que a adicdo de GM-CSF as culturas estimuladas
com AgPb e tratadas com IL-10 e TGF-B1 induziu indices de fuséo
significativamente maiores do que os obtidos no tratamento apenas com IL-10
ou TGF-By e em relagcdo as células ndo estimuladas (controle). Esses
resultados sugerem que o GM-CSF reverteu, em parte, o efeito inibidor dessas
citocinas anti-inflamatorias sobre a formacdo de CGM. Assim, os resultados
obtidos sugerem que o GM-CSF exerce seu efeito ativador na geragdo de CGM
quando associado, principalmente, as citocinas proé-estimulatérias (IFN-y e
TNF-a). Porém, tem seu efeito atenuado quando associado as citocinas anti-
inflamatérias (TGF-B, e IL-10).

Quando avaliamos o efeito de IFN-y, GM-CSF, IL-10, TGF-$1 e TNF-a
sobre a morfologia das CGM, diferenciadas em CGM tipo Langhans e tipo
corpo estranho, observamos que embora tenha havido um discreto aumento de
CGM do tipo Langhans quando os mondcitos foram estimulados com
AgPb+IFN-y, ocorreu maior porcentagem de formacao de CGM tipo corpo
estranho em todas as culturas estimuladas com as citocinas. Esses resultados

discordam da literatura que relata maior numero de CGM tipo Langhans
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induzidas por IFN @13} Uma possivel explicacdo para esse fato poderia estar
relacionada ao tempo de incubagéo das culturas de mondcitos para formagao
de CGM. Alguns autores, utilizaram um tempo mais longo, 7 a 14 dias de
cultivo dos monocitos estimulados com IFN-y para observagao de numero mais

(21,80,119,137

elevado de CGM tipo Langhans ). Em nosso estudo, o tempo de

incubacdo empregado para geracdo de CGM, foi de trés dias, conforme

917.138) Por outro lado, sugere-se que as CGM

sugerido por outros autores (
referidas como tipo corpo estranho sejam células tipo Langhans em estagios
iniciais de formacéo, isto &, apdés a fusdo dos macrofagos, porém antes da

(192020) " Portanto, o tempo de

coalescéncia do nucleo no padrao circular
incubacdo de trés dias, parece nao ter sido suficiente para o rearranjo
desordenado dos mondcitos das CGM tipo corpo estranho em arranjo circular e
periférico das CGM tipo Langhans.

No presente trabalho também comparamos a atividade fungicida das
CGM induzidas por diferentes associagdes de citocinas com AgPb e GM-CSF
contra P. brasiliensis. Os resultados mostraram que CGM geradas por estimulo
com AgPb+IFN-y ou AgPb+IFN-y + GM-CSF apresentaram atividade fungicida
significativamente mais elevada em comparagdo com as células controle, n&o
estimuladas e com as estimuladas com TNF-a, IL-10 e TGF-B,. Esses
resultados confirmam nosso estudo anterior, demonstrando que IFN-y e AgPb
sdo bons estimulos para geracao de CGM in vitro e para indugéo de atividade
fungicida contra P.brasiliensis 7).

Estudos recentes sobre a atividade fungicida de mondcitos humanos
contra P. brasiliensis mostraram que o IFN-y desempenha papel fundamental
na ativacdo de mondcitos e macréfagos e na inibicdo da multiplicacédo do P.
brasiliensis. A atividade fungicida eficiente dessas células depende de um sinal
de ativacéo inicial induzido pelo IFN-y capaz de estimular a produ¢cdo de TNF-
o, pelas células. Esta citocina, atuando de maneira autdcrina sobre 0 mondcito,
seria responsavel pelo processo final de ativacdo, representado pela maior
producao de H,O, e maior atividade fungicida dessas células contra a cepa de
baixa viruléncia. Portanto, o efeito sinérgico entre IFN-y e TNF-a parece ser

essencial para uma eficiente atividade fungicida contra o P. brasiliensis
((66,110,139)
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A producgdo de citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1B, e IL-6 por
mondcitos humanos infectados in vitro com amostras de P. brasiliensis de alta

140

ou baixa viruléncia foi descrita por Kurokawa et al. (140) Recentemente, Siqueira

et al. (108

) demonstraram que mondcitos de sangue periférico de individuos
saudaveis produzem niveis elevados de TNF-a ap6s infec¢do in vitro com a
cepa Pb18 desde 4hs de co-cultivo. Assim, a elevada atividade fungicida de
mondcitos e de CGM estimulados por IFN-y e AgPb poderia ser explicada pela
producdo de TNF-a induzida tanto por IFN-y como por componentes da parede
celular de P. brasiliensis, além de outras citocinas inflamatérias.

Seitzer et al. ®”, avaliando as propriedades de CGM induzidas in vitro
por larvas de Nippostrongylus brasiliensis detectaram a producédo de TNF-q,
IL-1 B, IL-6 e enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) por essas células.
Segundo Enelow et al. ®" CGM s&o formadas sob condicdes inflamatérias, em
decorréncia de exposicdo das células a varias citocinas, sendo mais
responsivas a esses mediadores do que macréfagos. Além disso, CGM podem
também ser fonte de citocinas, que atuam modulando linfocitos e células
epitelidides e sendo provavelmente responsaveis pelo padrao histoldégico do
granuloma. Dessa forma, CGM podem representar um componente ativo,
possivelmente envolvido na formagao e turnover do granuloma, bem como na
destruicao eventual do agente irritante 280,

Embora o papel funcional das CGM permanecga desconhecido, Enelow
et al. Y demonstraram que CGM apresentam maior atividade fungicida contra
C. albicans, do que macréfagos. De acordo com esses autores, essa
superioridade das CGM pode ser devida a produgdo por essas células de
enzimas oxidativas com maior atividade litica em relagdo aos macréfagos, uma
vez que nao observaram diferenca entre CGM e macréfagos quanto a
capacidade fagocitica do fungo.

Observamos que mondécitos tratados com IL-10 e TGF-B4, antes da
infeccdo com o P. brasiliensis, tiveram sua funcéo fungicida quase totalmente
anulada. O TGF-B1 e IL-10 sado citocinas supressoras que podem, assim
explicar tal fato. Esses resultados sdo concordantes com relatos da literatura,
mostrando que IL-10 e TGF-f4 suprimem a resposta imune antimicobacteriana

e inibe a fungcdo dos macréfagos, resultando no aumento do crescimento
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a %) A IL-10 & um importante mediador da inibicio de 6xido

celular da bactéri
nitrico, diminuindo a expressdo do iINOS, uma enzima induzida por IFN-y e
TNF-o. ™Y, Embora este papel na infecgdo humana seja desconhecido, foi
demonstrado que o 6xido nitrico tem papel fungicida em camundongos

142,143

infectados pelo P. brasiliensis (¢ ). Em relacdo ao TGF-B4, experimentos de

Hernandez-Pando et al., ©?

, demonstraram que CGM produzem in situ
citocinas inflamatérias e TGF-f4, que esta associada ao processo de fibrose e
cicatrizagdo. Essa citocina parece ser importante na manutenc&o e balango
entre o controle e a destruicdo de organismos infecciosos e, por outro lado
pode prevenir o dano tecidual causado pela intensidade da resposta imune ().
O aumento da expresséo de IL-10 e TGF-B4 quando comparado a TNF-a e
IFN-y pelas CGM nos granulomas da tuberculose pode diminuir a regulagao
das fungdes microbicidas, assim favorecendo a sobrevivéncia e persisténcia do
bacilo no ambiente celular do granuloma. Estas CGM ndo sao capazes de
destruir o bacilo e, tornam-se menos susceptiveis a apoptose, podendo
permanecer uma continua fonte de citocinas pré-inflamatérias, causando
patologia imune ©.

Entretanto quando os mondcitos foram tratados com IL-10 ou TGF-p4
adicionados de GM-CSF e AgPb o efeito supressor destas citocinas parece ter
sido atenuado, resultando em atividade fungicida significativa. Esses dados
sugerem que o GM-CSF exerceu efeito ativador sobre as células, aumentando
a atividade fungicida.

Em conclusdo, os resultados do presente trabalho mostram que
citocinas inflamatorias sao importantes para geracdo e modulagdo de CGM
estimuladas por AgPb e da atividade fungicida, enquanto citocinas anti-
inflamatorias inibem essas atividades. O efeito ativador do GM-CSF sobre a
atividade fungicida de CGM, mesmo quando essas células foram tratadas com
citocinas anti-inflamatorias, sugere que o ambiente de citocinas presente na
interagdo do P.brasiliensis com células na lesdo paracoccidioidomicotica &
importante para determinar o sucesso da relagcdo fungo-hospedeiro na
paracoccidioidomicose. O estudo do perfil de citocinas produzidas pelas CGM

estimuladas por AgPb e o mecanismo fungicida envolvido na morte do fungo
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por essas células podera contribuir para a melhor compreensao do papel das

CGM na interagéo com P.brasiliensis.
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8. RESUMO

Células gigantes multinucleadas (CGM) s&o células caracteristicas,
presentes em lesbes granulomatosas, induzidas por agentes infecciosos e,
sua formacado pode ser modulada por citocinas produzidas por células da
resposta imune. No presente trabalho avaliou-se o efeito modulador de
citocinas pré-inflamatérias (IFN-y e TNF-a) e anti-inflamatoérias (IL-10 e TGF-$,)
na formagéo de CGM in vitro, a partir de mondcitos humanos, estimulados com
antigenos de Paracoccidioides brasiliensis (AgPb) e sobre a atividade fungicida
dessas células desafiadas com a cepa Pb18 de P.brasiliensis. Monécitos do
sangue periférico de individuos saudaveis foram cultivados na auséncia de
estimulo (controle), com AgPb (100ug/mL) ou com associacdes de AgPb e
GM-CSF (100 U/ml) com as citocinas: IFN-y (300Ul/mL), IL-10 (50U/mL), TGF-
B; (250pg/mL) ou TNF-a (50U/mL). A formacao de CGM foi avaliada apdés trés
dias de cultivo, estabelecendo-se o indice de fusédo (IF) e a percentagem de
CGM apés fixagado e coloragdo das células com May-Grunwald-Giemsa. Além
disso, a atividade fungicida dessas células foi avaliada apds 4 h de co-cultivo
das CGM com 4 x 10* células leveduriformes viaveis da cepa Pb18 de P.
brasiliensis, por plagueamento das co-culturas em meio BHI-4gar e
determinacdo da recuperagdo de fungos viaveis. O método estatistico
empregado para comparagao dos resultados foi analise de variancia, com nivel
de significancia de 5%. Os resultados mostraram que a incubagdo de
monocitos com AgPb+GM-CSF+IFN-y induziu IF significativamente mais
elevados em relagdo a todas as demais culturas: controle, apenas estimulados
com AgPb ou AgPb adicionado das demais citocinas. A adicdo de TNF-
a+AgPb+GM-CSF néo resultou em IF maiores do que os obtidos na cultura
estimulada apenas com o AgPb, enquanto as citocinas IL-10 e TGF-p4
apresentaram efeito supressor sobre a geragcdo de CGM. A incubacdo dos
monocitos tanto com citocinas pré- como anti-inflamatoérias induziu maior
percentagem de CGM do tipo corpo estranho em relagdo a formagdo de CGM
do tipo Langhans. A atividade fungicida das CGM estimuladas com AgPb+GM-
CSF mostrou que o GM-CSF eleva a capacidade fungicida dessas células e

reverte o efeito supressor da IL-10 e TGF-B4. A maior atividade fungicida foi
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obtida pela geragcdo de CGM induzida pela associacdao de AgPb+IFN-y+GM-
CSF. Em conjunto, os resultados sugerem que IFN-y e GM-CSF apresentam
efeito modulador positivo sobre a geragdo e atividade fungicida de CGM

induzidas in vitro por antigeno de P.brasiliensis .
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9. ABSTRACT

Multinucleated giant cells (MGC) are characteristics cells present in
granulomatous lesions induced by infectious agents and also may be
modulated by cytokines produced by cells of the immune response. The present
study evaluated the modulatory effect of interferon-gamma (IFN-y) and tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a) pro-inflammatory cytokines, and interleukin-10
(IL.-10) and transforming growth factor beta (TGF-B1) anti-inflammatory
cytokines on in vitro formation of MGC derived from human monocytes,
stimulated with Paracoccidioides brasiliensis antigen (PbAg) and on fungicidal
activity of these cells challenged with the Pb18 strain of P.brasiliensis.
Peripheral blood monocytes obtained from healthy individuals were cultured for
three days without stimulus (control) or with PbAg (100 ug/mL) or with
association of PbAg and granulocyte macrophage colony stimulator factor (GM-
CSF (100 U/mL) with the following cytokines: IFN-y (300 Ul/mL), IL-10 (50
Ul/mL), TGF-B1 (250 pg/mL) or TNF-¢ (50 Ul/mL). The generation of MGC was
evaluated by fusion index (FI) and the percentage of MGC formation after cell
fixing and May-Grumwald-Giensa staining. Fungicidal activity of monocyte-
derived MGC was evaluated 4h after co-culture of MGC with 4 x 10* viable
yeast cells of Pb18 strain, by plating the cultures in BHI-agar and determination
of viable fungi recovery. The statistical method employed for the comparison of
the results was analysis of variance with the significance set at p< 0.05. The
results showed that the incubation of monocytes with PbAg+GM-CSF+IFN-y
induced FI significantly higher than those observed in all the other cultures,
such as control cultures, cultures stimulated with PbAg only or cultures
stimulated with PbAg associated with the other cytokines. Stimulation with
PbAg+TNF+GM-CSF did not result in FI higher than those obtained in the
culture stimulated with PbAg only, while IL-10 and TGF-B4 showed suppressor
effect on MGC generation. The incubation of monocytes with both pro- and anti-
inflammatory cytokines induced higher percentage of Foreign body-type MGC
than Langhans-type MGC. Fungicidal activity of MGC stimulated with
PbAg+GM-CSF in association with the other cytokines showed that GM-CSF
increase the fungicidal activity of MGC and revert the suppressor effect of IL-10
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and TGF-B4. The highest fungicidal activity was obtained by MGC generation
after PbAg+IFN-y+GM-CSF stimulation. Together the results suggest that IFN-y
and GM-CSF exert a positive modulatory effect on MGC generation stimulated

with PbAg and on fungicidal activity of these cells against P.brasiliensis.
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