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Introducéao

1. INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (Pbmicose) €é micose sistémica, crénica
granulomatosa, causada pelo Paracoccidioides brasiliensis (Pb). E endémica
em extensas areas da América Latina, onde acomete principalmente
trabalhadores rurais do sexo masculino, na faixa etaria entre 29 e 40 anos
(MARQUES et al., 1983). No Brasil, é diagnosticada com maior freqiéncia no
estado de Sao Paulo (WANKE & LONDERO, 1994; LONDERO, 1982).

O Pb é fungo dimoérfico de grande complexidade bioquimica e
antigénica. A parede celular desempenha importante papel no controle dos
mecanismos de patogenicidade desse agente (SAN-BLAS & SAN-BLAS,
1982). E constituida por lipidios, polissacarideos e proteinas, que est&o
presentes em propor¢des varidveis na dependéncia da viruléncia da cepa e do
dimorfismo térmico do fungo. Em relacdo aos acucares, na fase leveduriforme
a glicose esta estruturada principalmente como a-1,3-glucana (cerca de 95%)
e, em pequena proporgéo, como B-1,3-glucana (cerca de 5%). Na fase micelial,
sua quase totalidade estad estruturada como B-1,3-glucana, encontrando-se
apenas tracos de a-1,3-glucana. Quitina é comum a ambas as formas e
galactomanana esta presente em quantidades relativamente altas na fase
micelial e em pequena quantidade na leveduriforme (SAN-BLAS & SAN-BLAS,
1982; KANETSUNA et al., 1972 e 1987; SAN-BLAS et al. 1992).

Os fatores que determinam o grau de viruléncia do Pb ainda nédo estéo
completamente estabelecidos. Existem observacdes demonstrando estreita
relacdo entre maior quantidade de a-1,3-glucana, menor de galatomanana e
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maior viruléncia. A a-1,3-glucana caracteriza-se assim, como um dos fatores de
viruléncia do fungo, atuando como uma camada protetora contra o0s
mecanismos de defesa do hospedeiro, tornado-o resistente a acdo dos
fagdcitos, que ndo conseguem digeri-la (SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1977 e
1982).

A glicoproteina de 43 KDa (gp43) também parece atuar como fator de
viruléncia do Pb. Essa glicoproteina é importante componente antigénico do
fungo, sendo detectada na sua superficie, em sobrenadantes de culturas da
levedura e no soro de pacientes portadores da doenca (BLOTTA & CAMARGO,
1993; STAMBUK et al., 1988; MENDES-GIANNINI et al.,, 1989). Induz
producgéo de anticorpos (GIANNINI et al., 1990; BLOTTA & CAMARGO, 1993),
reconhecidos por diferentes métodos sorolégicos, em virtualmente todos os
individuos com Pbmicose e também reacdes de hipersensibilidade tardia (DTH)
nos individuos infectados (SARAIVA et al., 1996). E protease capaz de
hidrolisar colageno e elastina podendo assim, facilitar a invasao dos tecidos do
hospedeiro pelo fungo (MENDES-GIANNINI et al., 1990). Além disso,
VINCENTINI et al. (1994) demonstraram que a gp43 funciona como receptor
para laminina. Hamsters inoculados, pela via intratesticular, com leveduras do
Pb recobertas com laminina, desenvolveram lesbes mais extensas e graves em
relacdo aos controles inoculados com fungo nao recoberto com laminina.
Portanto, a gp43, mediando a interacdo do fungo com elementos da matriz
extracelular, poderia ser um dos fatores responsaveis pela disseminac¢do do

mesmo no organismo do hospedeiro.
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A penetracdo do fungo no hospedeiro parece acontecer, mais
freqientemente, pela inalacdo de conidios ou fragmentos micelianos, que
ganham as vias aéreas e chegam até bronquiolos terminais e alvéolos
pulmonares. Nesse local, ocorreria a transformacao do fungo para a forma de
levedura, instalando-se a infeccdo. Outra via, menos comum, seria a invasao,
em geral traumatica, de pele ou mucosa (RESTREPO et al., 1978;
RESTREPO, 1985 e 1988a).

Uma vez no organismo, o Pb pode ser imediatamente destruido ou
entdo, persistir e multiplicar produzindo lesdo de inoculacdo, que associada a
disseminacdo para linfonodos regionais constitui 0 complexo primario. Esta
lesdo pode evoluir para regressdo ou progressdao. Na regressdo, ha
cicatrizacdo com destruicdo do fungo ou persisténcia deste e formacao de foco
quiescente. A progressdo determina o0 aparecimento de sintomas e sinais
(FRANCO et al, 1987).

A evolucédo e as consequéncias da infeccdo vao depender da interacéo
de fatores relacionados ao fungo, como viruléncia e composi¢ao antigénica; ao
hospedeiro, como caracteristicas genéticas e estado imunitario e ao meio
ambiente (RESTREPO et al., 1988b; CALICH et al., 1985 e 1987).

Grande parte dos individuos infectados ndo desenvolve a doenca, mas
positiva os testes cutaneos de hipersensibilidade tardia, o que caracteriza a
Pbmicose-infeccdo (FRANCO et al., 1987). Estudos epidemioldgicos, utilizando
o teste cutaneo da paracoccidioidina, revelaram que a infeccdo € muito mais
freqlente que a doenca ativa e tem prevaléncia semelhante em ambos o0s

sexos (RESTREPO, 1988a, b).
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A Pbmicose-doenca apresenta grande polimorfismo  clinico.
Comprometimento pulmonar e cutaneo-mucoso predominam, seguindo-se o de
outros 6rgdos como linfonodos, supra-renal, baco, figado, intestino, 0ssos,
sistema nervoso, etc (RATTO, 1982). E classificada, de acordo com sua
histéria natural e condi¢cdes clinicas do paciente, nas formas aguda ou
subaguda e crénica. A forma aguda ou subaguda, em geral, se desenvolve a
partir de lesdo primaria ndo detectada; afeta pessoas jovens de ambos 0s
sexos e progride rapidamente com disseminacao linfatica e hematogénica do
fungo para o sistema fagocitico mononuclear envolvendo baco, figado,
linfonodos e medula éssea e levando a deterioracdo da condi¢do clinica do
paciente. Altos titulos séricos de anticorpos especificos e depresséo grave da
imunidade celular sdo comumente observados (FRANCO et al.,, 1987).
Visando, principalmente, estabelecer a conduta terapéutica e avaliar o
prognoéstico, a forma aguda pode ser classificada, segundo a gravidade, em
moderada e grave (FRANCO et al., 1987; MENDES, 1996).

A forma cronica € a mais frequente e se desenvolve a partir do
complexo primario ou da reativacado de foco quiescente. Progride lentamente,
afeta, em geral, individuos adultos do sexo masculino com mais de 30 anos de
idade e, a maior parte dos casos, tem inicio nos pulmdes. Pode permanecer
localizada (forma unifocal) ou sofrer disseminagcdo para outros Orgaos ou
sistemas (forma multifocal). Apresenta gravidade variavel e dependendo dos
achados clinicos e das condicbes gerais do paciente pode ser classificada

como leve, moderada ou grave. A resposta humoral especifica é variavel e a
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imunidade celular pode estar preservada ou deprimida (FRANCO et al., 1987;
MENDES, 1996).

Na forma cronica leve, os pacientes apresentam bom estado geral e
envolvimento pulmonar discreto ou ausente. Comprometimento de vias
aerodigestivas superiores, se presente, também é discreto, o mesmo
acontecendo com a linfadenopatia, que quando ocorre, esta limitada as cadeias
do segmento cefalico e é do tipo inflamatério. Ndo existem evidéncias clinicas
de envolvimento de outros 6rgaos, aparelhos e sistemas, 0s niveis séricos de
anticorpos especificos sdo baixos e o teste cutdaneo da paracoccidioidina é
fortemente positivo (MENDES, 1996).

Na forma crénica grave, ha intenso comprometimento do estado geral e
extensas lesBes pulmonares. As lesBes tegumentares normalmente estéo
presentes e podem ser graves. A linfadenopatia, quando ocorre, ndo esta
limitada as cadeias do segmento cefélico e € do tipo tumoral ou supurativo.
Pode haver participacdo de outros o6rgdos como adrenais, sistema nervoso
central, tubo digestivo e 0ss0s; 0s niveis séricos de anticorpos especificos séo
elevados e o teste da paracoccidioidina negativo (MENDES, 1996).

Os portadores da forma crénica moderada representam o grupo mais
heterogéneo. Ha casos que se aproximam da forma leve e podem ser
classificados como apresentando a forma cronica leve para moderada. Outros
se aproximam da grave e podem ser classificados como portadores da forma
moderada para grave. E, finalmente, alguns se mantém equidistantes dos dois

polos e apresentam assim, a forma moderada (MENDES, 1996).
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Caracteristica importante da Pbmicose é a frequente ocorréncia de
distrbios imunorregulatérios. Estes se manifestam em graus variaveis e
incluem: depresséo da imunidade mediada por células, ativacdo deficiente de
leucécitos polimorfonucleares e macréfagos, ativacao policlonal de linfécitos B
e, hipergamaglobulinemia com titulos elevados de anticorpos principalmente da
classe I1gG. A maior gravidade e grau de disseminacdo da doenca
correlacionam-se com a imunodepressado e sd0 proporcionais aos nhiveis de
ativacdo policlonal de linfécitos B e de antigenemia (MOK & GREER, 1977;
CHEQUER-BOU-RABIB et al., 1989; MOTA et al., 1985).

Apesar dos mecanismos da depressdo imunocelular ndo terem sido
ainda completamente elucidados, citam-se como fatores envolvidos na sua
génese, a atuacdo de imunocomplexos circulantes, geracdo de células T
supressoras, alteracdes na relacéo de linfocitos T CD4'/CD8" com reducdo no
namero total de linfocitos T devida principalmente a reducdo de linfocitos T
CD4", efeito supressor de substancias derivadas do fungo, presenca de fatores
séricos inibidores e niveis alterados de citocinas como manifestados, por
exemplo, pela producéo deficiente de interleucina 2 (IL-2) e/ou IL-1 (FRANCO,
1987; MOK & GREER, 1977; MOTA et al.,, 1988; MUSATTI et al.,, 1976;
JIMENEZ-FINKEL & MURPHY, 1988 e BAVA et al., 1991).

O substrato morfolégico da paracoccidioidomicose é caracterizado por
reacao inflamatéria granulomatosa e supurativa. O termo granuloma foi
introduzido por Virchow, ha cerca de um e meio século atras, e se traduz,
morfologicamente, por colecdo focal, mais ou menos compacta e organizada

de fagdcitos mononucleares e suas células derivadas, células epitelidides e
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células gigantes multinucleadas, acompanhada ou ndo de elementos
acessorios como linfécitos, plasmacitos, eosinodfilos, neutréfilos, mastocitos,
fibroblastos e necrose. Organizacdo e ativacdo de fagdcitos mononucleares
distingue a inflamacéo granulomatosa de uma inflamacéo crénica inespecifica
(ADAMS, 1976; BOROS, 1978; WILLIAMS & WILLIAMS, 1983).

A inflamacdo granulomatosa é mecanismo utilizado pelo organismo para
sequestrar e, se possivel, destruir agentes irritantes exégenos ou enddgenos
qgue se caracterizem por serem persistentes ou de dificil digestdo. O Pb induz
granulomas que se desenvolvem sob controle imunolégico, denominados
epitelidides, de hipersensibilidade ou imunes (BRITO & FRANCO, 1994;
WARREN, 1976; MARIANO, 1995). Reacéo de hipersensibilidade tardia, com a
participacdo de linfocitos T sensibilizados, esta envolvida na morfogénese e
modulacdo dessas lesfes (BRITO & FRANCO, 1994; MIELKE et al., 1997). O
granuloma paracoccidioidico € também considerado, com relacdo a cinética
dos fagécitos mononucleares que o constituem, como granuloma de alta
rotatividade ou renovacéo celular, significando que a velocidade de morte e
substituicdo dos fagocitos mononucleares (por recrutamento a partir de células
do sangue circulante e, de maneira bem menos importante, por divisdo local
destes) nessas lesbes, € alta (BRITO & FRANCO, 1994; ADAMS &
HAMILTON, 1989).

O contato do Pb com o tecido do hospedeiro desencadeia, inicialmente,
reacdo inflamatdéria congestivo-exsudativa com afluxo predominante de
granuldcitos neutrdfilos. Progressivamente essas células sao substituidas por

macrofagos, que se dispéem em noédulos frouxos, onde aparecem, de permeio,
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células gigantes multinucleadas. Com a evolucdo do processo, Ss&o
encontradas células epiteliides e concomitantemente, forma-se halo
linfoplasmocitario. Assim o granuloma paracoccidididico é constituido por
arranjo nodular de células epitelidides e células gigantes multinucleadas de tipo
Langhans e corpo estranho, muitas contendo fungos. E comum a presenca de
area central de supuracdo e de exsudato inflamatério rico em linfocitos,
plasmacitos e eosindfilos permeando ou circundando a reacdo granulomatosa.
Também pode estar presente necrose. Fibrose de intensidade variavel € vista
em geral, circundando o granuloma ou areas de necrose, que vao sendo
progressivamente substituidos por tecido fibroso cicatricial (FRANCO &
MONTENEGRO, 1982; IABUK & MONTENEGRO, 1979).

Os componentes da parede celular do fungo parecem ser importantes
no desencadeamento dessa resposta inflamatoria. Assim, a p-glucana, atua
como irritante para fagdcitos mononucleares conduzindo-os a ativacdo e
diferenciagcdo (SILVA & FAZIOLI, 1985). FIGUEIREDO et al. (1986)
observaram que quando a fracdo F1 da parede celular do Pb, constituida por
quitina e B-glucana, foi injetada no subcutdneo de camundongos, induziu
acumulo de macréfagos, diferenciacéo de células epitelidides e persisténcia de
granulomas bem formados. A B-glucana parece ser o principal responsavel por
essas acles, ja que quitina isoladamente ndo induz migragdo leucocitaria ou
formacdo de granuloma. SILVA (1985) também demonstrou que lipidios
extraidos de leveduras do fungo e adicionados a particulas de carvéo
induziram intensa reacao inflamatoéria granulomatosa, em torno das particulas,

a nivel pulmonar, quando estas foram inoculadas, pela via intravenosa, em
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camundongos. Trigliceridios e acidos graxos livres eram as principais fracoes
ativas. Estes dados foram comprovados em trabalho experimental de
DEFAVERI et al. (1989), no qual, apos injecdo endovenosa em camundongos
de particulas de bentonita adsorvidas com antigeno soltvel bruto do Pb,
observaram formacdo de granuloma ao redor dessas particulas alojadas no
pulmdo. Documentaram, também, a importancia da presenca da resposta
imune celular na formacdo do granuloma paracoccidididico, pois granulomas
epiteliéides foram observados apenas em animais previamente sensibilizados
aos antigenos do fungo e que apresentavam intensa resposta de
hipersensibilidade retardada e baixa producdo de anticorpos.

A configuragcdo morfologica da reacdo granulomatosa na Pbmicose
pode apresentar dois polos reacionais. Em individuos com resposta imune
celular preservada, observam-se granulomas epiteliéides compactos, bem
definidos, por vezes confluentes, com poucos fungos e infeccdo benigna
localizada. Ja individuos com comprometimento imunolégico apresentam
inflamacdo granulomatosa desorganizada, com grande numero de fungos e
granulomas frouxos, mal definidos, com exsudacdo supurativa e areas de
necrose. Ocorre entdo, proliferacéo e disseminacao do fungo levando a doenca
generalizada de mau prognostico (FRANCO & MONTENEGRO, 1982; MOTA
et al., 1985; BRITO & FRANCO, 1994).

Alguns pesquisadores tém trabalhado no sentido de tentar correlacionar
a microanatomia do processo granulomatoso com a eficiéncia da resposta
montada pelo hospedeiro para combater determinado patégeno. Dentro dessa

linha, MODLIN et al. (1983 e 1985) estudaram os padrdes de distribuicdo de
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diferentes subpopula¢des de linfocitos T em bidpsias de pacientes portadores
de hanseniase tuberculdide, hanseniase virchowiana, sarcoidose, rinoscleroma
e coccidioidomicose disseminada. Utilizando a técnica de marcacdo pela
imunoperoxidase observaram trés padrbes de distribuicdo: (1°) na hanseniase
tuberculdide e na sarcoidose, células expressando o fenétipo T auxiliar (CD4")
foram encontradas no interior dos agregados de células epitelidides, em intimo
contato com os fagoécitos mononucleares, enquanto as células T
citotoxicas/supressoras (CD8") estavam restritas ao manto linfocitario que
circundava os granulomas; (2°) na hanseniase virchowiana e no rinoscleroma,
os linfocitos T auxiliares e citotdxicos/supressores estavam difusamente
distribuidos entre os fagécitos mononucleares, sem um manto periférico
discernivel; (3°) na coccidioidomicose disseminada, os linfocitos T de ambos os
fendtipos (auxiliar e supressor/citotoxico) estavam presentes no manto em
torno do agregado central de macréfagos. Sugeriram entdo, que o primeiro
padrdo refletia arranjo regulador in situ, que promovia 0 isolamento e
processamento efetivos do agente patogénico. Ao passo que, o segundo e
terceiro padrbes representavam perda da capacidade de regulacdo dos
mecanismos responsaveis pela contengédo do patégeno.

Em relagdo a Pbmicose, estudos similares (MOSCARDI-BACCHI, 1988;
MOSCARDI-BACCHI et al., 1989) demonstraram que, no granuloma
paracoccidididico, as células T localizam-se no manto e algumas poucas
permeiam o agregado central de macrofagos e células epitelidides. A maioria
dos linfécitos T expressa o fendtipo auxiliar (CD4") com poucas células

supressoras/citotoxicas (CD8"). Tal padrdo de distribuicdo das células T, com
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nitida predominancia do fenétipo auxiliar sugere que estas células estejam
ativamente envolvidas neste processo patolégico.

Na infeccdo experimental, induzida em camundongos por via
endovenosa, DEFAVERI (1999) mostrou que linfécitos T CD4" e CD8" estavam
presentes durante todo o periodo experimental (até a 12* semana) no halo
linféide perigranuloma, reforcando a idéia de que ambas as populacdes sao
importantes na formacdo do granuloma paracoccidididico. Neste sentido,
CANO et al. (2000), demonstraram que a deplecdo de linfécitos T CD8", na
Pbmicose murina, induziu doenca mais grave e/ou disseminada em animais
resistentes (A/Sn) e susceptiveis (B10.A). Nos animais susceptiveis, linfocitos T
CD8" foram importantes para o clareamento da infeccdo. E, embora sua
deplecdo ndo alterasse o padrdo histolégico da resposta granulomatosa,
concluiram que linfécitos T CD8" parecem estar envolvidos na prote¢éo contra
a infeccdo pelo Pb e sugeriram, que o padrdo genético do hospedeiro é um
determinante da intensidade da ativacao destes.

Passo importante para a compreensdo da resisténcia contra agentes
infecciosos e da morfogénese e modulacdo da resposta inflamatoria
granulomatosa foi a descoberta da existéncia de diferentes padrdoes de
secrecdo de citocinas por distintas subpopulacdes de linfocitos T auxiliares
CD4" (MOSMANN & COFFMAN, 1989).

Como diversos tipos celulares estdo envolvidos na inflamagao
granulomatosa, faz-se necessaria a existéncia de um meio de comunicagado

entre eles. Essa comunicacdo é provida por complexa rede de mediadores
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moleculares denominados citocinas, que dirigem todas as etapas dessa
resposta, da iniciacdo ao reparo.

Citocinas sdo moléculas de natureza glicopeptidica, de baixo peso
molecular (8-80 KDa), produzidas, em geral, de maneira transitoria e altamente
regulada por células ativadas. Possuem capacidade de alterar funcdes das
células alvo, atuando em concentracfes picomolares, a nivel autdcrino,
paracrino ou enddcrino. As populacgdes leucocitarias utilizam-nas como
moléculas reguladoras e efetoras na mediacdo das respostas imunes
protetoras naturais e antigeno-especificas. Sao, freqientemente, pleiotropicas
e funcionalmente redundantes, o que torna dificil estabelecer a atividade
biolégica especifica e a participacdo de cada uma delas nos diversos eventos
inflamatdrios e imunoldgicos. A sintese e funcdo de muitas citocinas sdo muito
variaveis no decorrer do processo inflamatério, podendo ser inibidas ou
estimuladas por outras citocinas, horménios, neuropeptideos,
neurotransmissores, moduladores de citocinas (antagonistas, receptores
soluveis) e interacdes célula/célula ou célula/matriz extracelular (CHENSUE &
WARD, 1996; PAUL & SEDER, 1992; LICINIO, 1997; SPORN, 1997).

Com base nos diferentes padrdes de citocinas produzidas, os linfécitos T
CD4" murinos podem ser agrupados em diferentes subtipos: células T
auxiliares tipo 1 (Thl) produzem predominantemente interleucina 2 (IL-2),
interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral beta (TNF-B) e, células Th2
sintetizam IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13. Os fendtipos Thl e Th2 parecem
representar estagios finais na maturacao de linfocitos T auxiliares, com estagio

precursor denominado ThO, no qual, sdo produzidas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 e
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IFN-y (MOSMANN & COFFMAN, 1989; CLERICI & SHERER, 1992; COX &
LIEW, 1993).Mais recentemente foi identificado o subtipo Th3 produzindo altos
niveis de fator transformador do crescimento beta (TGF-B) e quantidades
variaveis de IL-4 e IL-10 (CHEN et al., 1994).

IL-2 e IFN-y atuam na ativacdo de macrofagos, células NK (“natural
killer”) e linfécitos T citotoxicos, producdo de anticorpos opsonizantes e
fixadores de complemento e reacdes de hipersensibilidade tardia, e tem sido
descrito que a resposta Thl € a mais eficiente no combate a infeccdes
causadas por parasitas intracelulares (FINKELMAN & URBAN, 1992). IL-4 e
IL-5 induzem eosinofilia, producdo de imunoglobulina E (IgE) e expansdo de
mastocitos, relacionando o padrdo Th2 com resposta imune efetiva contra
infeccbes por nematdédeos (SHER & COLLEY, 1992). Ja o padrdo Th3 tem
efeito imunossupresssor em modelos experimentais de tolerédncia oral e
autoimunidade (MILLER et al., 1992; KOURILSKY & TRUFFA-BACHI, 2001).

Células Thl e Th2 humanas mostram propriedades funcionais
comparaveis as células Thl e Th2 murinas (ROMAGNANI, 1994). Os subtipos
Thl e Th2 parecem se desenvolver a partir de uma mesma célula T precursora
(SEDER & PAUL, 1994). Esse linfocito precursor seria um linfocito T CD4+
virgem que, apds contato com o antigeno, produziria principalmente IL-2.
Citocinas atuando sobre esse linfocito precursor induziriam sua diferenciagéo:
IL-12, produzida por macréfagos ativados e células dendriticas, induziria
diferenciagéo Thl via ativacao do transdutor de sinal e ativador da transcrigéo
4 (Statd); e IL-4, diferenciacdo Th2 via ativagdo do Stat6 (MAGRAM et al.,

1996; LEDERER et al., 1996). Assim, estimulos imunolégicos que ativam
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macrofagos ou células dendriticas e induzem producdo de IL-12 tendem a
iniciar respostas Thl e, estimulos que ndo induzem grandes quantidades de
IL-12, respostas Th2 (ABBAS et al.,, 1996). Existem evidéncias de que, além
das citocinas, outros fatores intrinsecos a interacdo patdgeno-célula
apresentadora de antigeno (APC) influenciam a diferenciacdo Th, como a dose
ou concentracdo de antigenos (BRESTCHER et al., 1992) e a atuacao de co-
estimuladores (LENSCHOW et al., 1996).

As citocinas produzidas pelos subtipos Thl e Th2 inibem a proliferacédo
e/ou funcdo um do outro. Dessa maneira, IFN-y, produzido por linfocitos Thil,
amplifica o desenvolvimento Thl e inibe a proliferacdo de linfécitos Th2 (FITCH
et al., 1993). J4, IL-10 produzida por linfécitos Th2, bloqueia a ativacdo de
células Thl (FIORENTINO et al., 1989).

Em grande nimero de doencas infecciosas ou parasitarias, o padrao de
resposta Thl esta relacionado a protecdo e o Th2 a susceptibilidade. Assim,
em camundongos infectados com Leishmania major, IFN-y e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o) promovem ativacdo de macréfagos com producdo de
oxido nitrico (NO) e conseqlente destruicdo dos amastigotas. Quando o0s
camundongos sdo tratados com anticorpos anti-IFN-y ao tempo da infecgéo,
ocorre aumento da producéo de IL-4, predominio de IgE e baixa ativacdo de
macrofagos, resultando em infec¢do disseminada e fatal (LOKSLEY & SCOTT,
1991).

Observac0Oes realizadas na Pbmicose experimental, utilizando o modelo
murino isogénico, sugerem possivel explicacdo para a resisténcia ou

susceptibilidade a doenca baseada no tipo de resposta imune predominante,
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Thl ou Th2, montada pelo hospedeiro frente ao Pb. Assim, animais resistentes
a infeccdo por este agente, desviariam a resposta imune para padrdo de
ativacdo do tipo Thl com desenvolvimento e manutencdo das reacdes de
hipersensibilidade tardia, ativacdo eficiente de macréfagos e baixos niveis de
producdo de anticorpos especificos. Ja o0s animais susceptiveis
desenvolveriam padrdo de resposta predominantemente do tipo Th2 com
ativacdo deficiente de macrofagos, depressdo das reaclBes de
hipersensibilidade tardia, producédo de altos titulos de anticorpos especificos e
ativacao policlonal de linfécitos B (MURPHY et al., 1994). De acordo com esta
visdo, CALICH & KASHINO (1998) sugerem, que no modelo experimental
murino isogénico da Pbmicose, resisténcia a infeccdo pelo Pb esta associada a
producao inicial de altos niveis de TNF-a e IFN-y acompanhada de secrecao
persistente de IL-2 e IFN-y, enquanto que susceptibilidade, levando a doenca
progressiva, se caracteriza por secrecao inicial efémera de baixos niveis de
TNF-a e IFN-y seguida da producéo de IL-5, IL-10 e TGF-.

A atuacao das citocinas in vivo € regulada em niveis diversos por
diferentes mecanismos, muitos deles inespecificos. IL-10 e TGF-B séo
exemplos interessantes de regulacdo por antagonismo de funcdo. Assim, IL-10
inibe a producao de citocinas por parte de linfocitos Thl e de macrofagos, bem
como as fungbes acessorias dos macrofagos na ativacdo dos linfocitos T
(MOORE et al.,, 1993). TGF-p apresenta acdes que podem antagonizar a
fungdo do TNF-a, interferir com a producdo de IFN-y, reduzir a blastogénese
dependente de IL-1, antagonizar a inducao do receptor de IL-2 e interferir com

a proliferacdo de linfocitos B (WILLIAMS et al., 1996). MORAES et al. (1996)
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mostraram que na Pbmicose experimental murina, animais susceptiveis
produzem niveis mais altos de TGF-f quando comparados aos animais
resistentes.

A utilizacdo de diferentes modelos experimentais e estudos da doenca
humana tém demonstrado a participagcdo ativa de diversas citocinas na
morfogenése da resposta granulomatosa. CHENSUE et al. (1994) estudando
granulomas pulmonares induzidos por esferas de Sepharose recobertas com
antigenos derivados de M. tuberculosis e de ovos do S. mansoni, introduzidas
por embolizacdo endovenosa em camundongos previamente sensibilizados,
concluiram que a rea¢do granulomatosa de tipo hipersensibilidade € resposta
heterogénea, influenciada por diferentes citocinas. Sugeriram, entdo, a
classificagdo dos granulomas em IFN-y/TNF dominantes (tipo Thl) e IL-4/IL-5
dominantes (tipo Th2), o que permitiria intervencdo terapéutica dirigida as
citocinas especificas a cada processo.

DEFAVERI (1999), em estudo imuno-histoquimico do granuloma
paracoccidioidico na infeccdo (endovenosa e intratraqueal) murina, observou
que TNF-a estava distribuido nos granulomas epitelidides bem formados
(infeccdo endovenosa) ou presente no interior de macréfagos distribuidos
difusamente (alveolite macrofagica especifica) no interior de alvéolos
pulmonares (infeccéo intratraqueal). Em ambos os padrées lesionais, TNF-a foi
detectado ao redor de fungos, com intensidade maior em granulomas maiores,
com maior numero de fungos, indicando que esta citocina participa de modo
importante na formacao e regulacdo do granuloma paracoccidioidico. Células

IL-4 positivas foram identificadas desde as fases iniciais de infeccao
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corroborando a importancia da resposta imune humoral na cinética do
granuloma. Ja células IFN-y positivas foram identificadas na periferia da leséo,
a partir da 42 semana de infeccdo e estavam presentes sempre em pequeno
namero.

CAMPANELLI (1998) analisando a expressao in situ de diferentes
citocinas em granulomas pulmonares de camundongos C57B1/6 infectados
pela via endovenosa com leveduras do Pb, notou predominio do perfil Th1/ThO
na fase inicial da infeccdo e do perfil Th2 na fase tardia. Concluiu entdo, que
tanto o padrdo Thl como o Th2 parecem estar envolvidos na formacao e
modulacao da resposta granulomatosa ao Pb.

Em relagdo a Pbmicose humana, ainda ha muito que esclarecer sobre a
participacdo das diversas citocinas na sua patogénese. Mesmo assim, alguns
estudos ja realizados mostram que, células mononucleares obtidas do sangue
periférico de pacientes portadores da doenca, quando estimuladas in vitro com
IL-2, produzem baixas concentragfes de IFN-y e TNF-a (BAVA et al., 1991);
além disso, menor numero de linfécitos T expressa receptores para IL-2
(RESKALLAH-IWASSO et al., 1989). A reducao do numero total de linfécitos T
CD4" circulantes, observada na doenca, parece decorrer, provavelmente, de
desequilibrio na producéo de IL-1 e IL-2 (MOTA et al., 1988).

SILVA et al. (1995) estudando os niveis de IL-1, IL-2, IL-4, IL-6 e TNF-a
no soro de pacientes com as formas disseminada e cronica da doenca e de
controles sadios, observaram que as concentracdes séricas de IL-1, IL-6 e
TNF-a, em pacientes com a forma disseminada, eram significativamente mais

altas quando comparadas as dos controles. Nao notaram alteracdes
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significativas nas concentracdes de IL-4 dos pacientes em relacdo aos
controles e a producao de IL-2 foi substancialmente menor em pacientes com a
forma crénica quando comparada com os controles sadios. Sugeriram entdo, a
importancia da estrutura soméatica do Pb na inducdo da sintese de potentes
mediadores da inflamac&o, como IL-6, TNF-a e IL-1, que seriam capazes de
promover ativagdo policlonal de linfécitos B levando aos distarbios
imunorregulatérios comuns da doenca, provavelmente de maneira nédo
dependente de Th2.

FORNARI et al. (2001) estudando os niveis séricos de TNF-a, IL-10 e
IL-2 em pacientes portadores da forma crénica da paracoccidioidomicose
relataram niveis de TNF-a. e de IL-10 mais altos e de IL-2 mais baixos em
comparacao aos observados em individuos sadios. Em relacdo a producao de
citocinas por células mononucleares do sangue periférico de individuos sadios
e portadores das formas aguda e cronica da micose, BERNARD et al. (2001)
notaram que estimulacdo pela gp43 levou a secrecdo de quantidades
substanciais de IL-2, IL-10 e INF-y nos individuos sadios e de baixos niveis de
IL-2 e INF-y e niveis significativos de IL-10 em portadores da forma aguda e
cronica. Sugeriram entdo, que o desequilibrio na producdo de citocinas
manifestado nas formas aguda e cronica da doenca seria importante no
desencadeamento da resposta diminuida a gp43 e da alta produgcdo de
anticorpos ndo protetora observadas nos individuos doentes.

Existe ainda uma grande lacuna na compreensdo dos mecanismos
imunorregulatoérios operantes na Pbmicose, bem como dos fatores que
determinam a resisténcia a infeccdo, gravidade e extensdo da doenca. Um
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conhecimento mais solido desses aspectos passa necessariamente pela
caracterizacdo dos perfis de citocinas responsaveis pelas diversas facetas da

imunidade celular e humoral observadas durante o curso da moléstia.
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2. OBJETIVOS

Estudar em bidpsias cutdneo-mucosas e em soros de

individuos portadores da forma crénica da Pbmicose:

1. A microanatomia do granuloma paracoccidididico pela
caracterizacdo das subpopulactes linfocitarias T e B e de

suas caracteristicas morfologicas;

2. A presenca in situ nas lesdes de citocinas de padrdo Thl e

Th2;

3. Os niveis séricos de citocinas de padrdo Thl e Th2,;
4. Correlacionar esses parametros entre si e com 0s niveis de

competéncia imunoldgica e gravidade clinica apresentados

pelos pacientes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Casuistica

Foram estudados 27 pacientes portadores de Pbmicose atendidos no
Servico de Dermatologia do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina da
UNESP de Botucatu, cujo diagndstico foi confirmado pela realizacdo de exame
anatomo-patolégico. Estes apresentaram idades variando entre 22 e 68 anos,
sendo que 85,2% estavam na faixa etaria compreendida entre 35 e 65 anos,
7,4% tinham menos de 35 anos e 2,4% mais de 65 anos. Vinte e cinco
pacientes (92,6%) eram do sexo masculino e dois (7,4%) do sexo feminino.
Todos eram portadores da forma crénica multifocal da doenca de localizac&o
oro-pulmonar em 06 pacientes (22,2%), cutaneo-pulmonar em 10 (37,1%), oro-
cutaneo-pulmonar em 09 (33,3%), ganglio-cutaneo-pulmonar em 01 (3,7%) e
cutaneo-ganglio-pulmonar-hepato-esplénica em 01 (3,7%). A gravidade clinica
variou de moderada em 13 pacientes (50,0%), moderada/grave em 08 (30,8%)
a grave em 05 (18,5%) e ndo avaliada em 01 paciente. A determinacdo da
gravidade clinica foi realizada por facultativo utilizando os parametros
recomendados por MENDES (1996) e que estao delineados na tabela 01.

A Comissdo de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Botucatu emitiu parecer favoravel a realizacdo deste estudo e a inclusdo dos

pacientes nele esteve vinculada a consentimento prévio dos mesmos.
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Tabela 01: Classificacdo da forma crbénica da Paracoccidioidomicose segundo

a gravidade clinica.

Parametros

Comprometimento

pulmonar e/ou tegumentar

Tipo de linfadenopatia

Comprometimento do

estado geral e nutritivo

Comprometimento clinico

de outros 6rgaos

Reacdo intradérmica a
paracoccidioidina

Titulo de anticorpos séricos

em imunodifusao

*GRAVIDADE

LEVE (todos os parametros) GRAVE (3 ou mais parametros)

Ausente ou presente (leve)

Inflamatério ndo supurativo

(pescoco)

Ausente ou presente (leve)

Ausente

Forte

Baixo

Presente (intenso)

Tumoral ou supurativo

(qualquer localizacao)

Intenso

Presente (por exemplo,
supra-renais, SNC, aparelho

digestivo, 0ss0s)

Leve ou negativa

Elevado

* A forma moderada ocupa posi¢cao intermediaria entre os poélos leve e grave. Os

individuos apresentando um ou dois dos trés critérios necessarios para serem

considerados portadores da forma grave séo classificados como pertencendo a forma

moderada grave.

Adaptado de MENDES (1996).
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3.2. Coleta de bidépsias, sangue e realizagdo do teste cutadneo da

paracoccidioidina

Na fase pré-tratamento, foram coletadas bidpsias de pele ou mucosa
comprometidas pela doenca, amostras de sangue venoso e realizado o teste
cutaneo da paracoccidioidina para cada paciente.

Vinte e sete espécimes de bidpsia por “punch” foram obtidos. Desses, 10
compreenderam lesfes de mucosa oral e 17 de pele. Das lesbes de pele, 12
eram provenientes da face, 01 de calcaneo, 01 de dorso, 01 da face anterior do
térax, 01 da regido glutea e 01 de regido ndo especificada. As de mucosa
foram retiradas de labio, assoalho da boca, bochechas, palato mole, epiglote,
lingua e gengivas. Todos os espécimes foram fixados em formalina 10% por
periodo de 10 a 18 horas e, posteriormente, desidratados, diafanizados e
incluidos em parafina.

Amostras de sangue foram colhidas por puncdo venosa e colocadas em
tubo seco e esterilizado. Apés coagulacao, o soro foi obtido por centrifugacao a
2000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Aliquotas do soro foram congeladas e
estocadas a 70°C para posterior dosagem de anticorpos anti-Pb e de
citocinas. O mesmo procedimento foi adotado para a coleta de amostras de
sangue de individuos sadios pertencentes ao quadro de doadores de sangue
do Hemocentro da Faculdade de Medicina de Botucatu. Estes individuos
apresentavam faixas etarias similares as dos pacientes com
paracoccidioidomicose e se constituiram no grupo controle para a dosagem de

citocinas.
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3.3. Estudo histopatolégico

O material incluido em parafina foi seccionado em microtomo, obtendo-
se de cada bloco varios cortes consecutivos de 3 um, que foram colocados
sobre lamina histolégica e corados pelos métodos da Hematoxilina-Eosina (HE)
e de Grocott ou reservados para estudo imuno-histoquimico.

Nos cortes corados em HE foram analisadas as alteragbes do epitélio
estratificado que cobria as lesdes, as caracteristicas do infiltrado inflamatério
presente no epitélio e na derme/cério, a morfologia dos granulomas e a
presenca e intensidade de fibrose. Foi realizada também a contagem de
neutréfilos, eosindfilos, células gigantes multinucleadas e plasmacitos.

Nos cortes corados pelo método de Grocott foi realizada a contagem de

fungos.

3.3.1. Contagens de neutrofilos, eosinéfilos, células gigantes e

plasmécitos e fungos

Para a realizacdo das contagens de elementos celulares do infiltrado
inflamatorio e dos fungos presentes nas lesdes teciduais utilizou-se ocular
integradora com gradicula em forma de quadrilatero. Toda a extensdo da
bidpsia foi examinada sob o aumento de 400X e como a area ocupada pela
gradicula nesse aumento correspondia a 0,25 mm? a contagem do nimero de
células dentro da gradicula permitiu estimar a densidade celular como namero

de células/mm?® de biépsia (MOSCARDI-BACCHI et al., 1989). Foram
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analisados entre 12 e 57 campos, na dependéncia do tamanho da biépsia. Os
campos foram examinados de maneira sistematica, independentemente do seu
conteudo. Como houve grande variacdo no namero de células, de campo para

campo, os resultados foram expressos como mediana.

3.4. Estudo imuno-histoquimico das populagdes linfocitérias

A imunofenotipagem das populacées de linfocitos T CD3" e CD8",
linfocitos B CD20" e células NK das lesdes, foi realizada empregando-se a
marcacdo pela imunoperoxidase segundo o método do complexo Avidina-
Biotina-Peroxidase (ABC) descrito por HSU et al. (1981). Os anticorpos
utilizados e suas respectivas diluicbes estdo especificados na tabela 02.

Cortes histolégicos dos espécimes de biopsia incluidos em parafina, com
espessura aproximada de 3 um, foram colocados sobre laminas histolégicas
previamente tratadas com Silano (SIGMA, Chemical Co., USA) e a seguir
desparafinizados em xilol (2 banhos de 20 minutos cada), hidratados em
concentracbes decrescentes de etanol e lavados em agua corrente. Foram
entdo, submetidos ao seguinte tratamento:

1. Resgate antigénico em forno de microondas, a temperatura maxima,
durante dois ciclos de 5 minutos, utilizando-se a solucdo 1 mM EDTA-
NaOH pH 8.0 (PILERI et al., 1997).

2. Incubacdo das laminas com peroxido de hidrogénio 3% diluido em PBS
pH 7.4 (4 banhos de 3 minutos cada) para bloqueio da peroxidase

endogena.

25



10.

11.

12.

13.

Material e Métodos

Lavagem em agua corrente por 10 minutos.

Imersdo em tampéao PBS pH 7.4 por 5 minutos.

Incubacdo com anticorpo primario diluido em tampao PBS pH 7.4, SBA
1% e azida sddica 0,1% durante 18 horas a temperatura ambiente em
camara umida.

Imersdo em tampédo PBS pH 7.4 (3 banhos de 3 minutos cada).
Incubacdo com anticorpo secundario biotinilado durante 30 minutos a
37°C.

Imersdo em tampé&o PBS pH 7.4 (3 banhos de 3 minutos cada).
Incubagdo com o Complexo Avidina-Biotina-Peroxidase (Kit ABC Elite,
PK6100, VECTOR) durante 40 minutos a 37°C.

Imersdo em tampé&o PBS pH 7.4 (3 banhos de 3 minutos cada).
Incubacdo durante 5 minutos com solucdo de 3,3 diaminobenzidina
(DAB) 0,06% em PBS pH 7.4 a qual foi adicionado 0,3% de perdxido de
hidrogénio.

Lavagem em agua corrente durante 10 minutos.

Contra-coloracdo com Hematoxilina de Harris seguida de lavagem em
agua corrente, desidratacdo em concentracdes crescentes de etanol,

diafanizacao em xilol e montagem das laminas em Entellan.

No controle negativo foram omitidos os anticorpos primarios. As células

marcadas positivamente apresentaram coloracdo marrom de padrdo

membrana e foram contadas utilizando-se a mesma técnica descrita para a

contagem de fungos e os resultados expressos como mediana.
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Tabela 02. Anticorpos primarios e secundarios utilizados para a
imunomarcacao das populacdes linfocitarias em biopsias de pele
ou mucosa de pacientes portadores de paracoccidioidomicose e

suas respectivas dilui¢des.

Anticorpo Diluicdo Clone Cdédigo | Fabricante

Anticorpo policlonal anticélula T

humana, anti-CD3, produzido em | 1:5000 - A0452 DAKO
coelho

Anticorpo monoclonal anticélula T

CD8 1:15000 | C8/144B M7103 DAKO
Anticorpo monoclonal anticélula B

humana, anti-CD20cy 1:800 L26 MO755 DAKO
Anticorpo  monoclonal anti-natural

killer cell-like humana 1:200 NK1 M1014 DAKO
Anticorpo policlonal biotinilado anti-

I9G de camundongo/coelho | 1:800 - K0492 DAKO
produzido em cabra

Anticorpo policlonal biotinilado anti-

IgM de camundongo produzido em 1:300 - BA-2020 | VECTOR

cabra
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3.5. Detecgcao imuno-histoquimica das citocinas IL-2, IL-4, IFN-y, IL-10,

TNF-a e TGF-B1

Para a deteccdo imuno-histoquimica das citocinas IL-2, IL-4, IFN-y, IL-10,
TNF-a. e TGF-B1 em lesdes de pele ou mucosa de pacientes portadores de
paracoccidioidomicose também foi utilizado o método do Complexo Avidina-
Biotina-Peroxidase (ABC). Os anticorpos empregados estao descritos na tabela
03.

Cortes histologicos, dos espécimes de bidpsia incluidos em parafina,
com espessura aproximada de 3 um foram colocados sobre laminas
histoldgicas previamente tratadas com Silano (SIGMA, Chemical Co., USA) e a
seguir desparafinizados em xilol (2 banhos de 20 minutos cada), hidratados em
concentracbes decrescentes de etanol e lavados em agua corrente. Foram
entdo, submetidos ao seguinte tratamento:

1. Digestdo com solucéo de tripsina 0,4% (SIGMA, Chemical Co., USA) em
tampéo PBS pH 7.4 a 37°C durante 4 minutos.
2. Incubacdo com peroxido de hidrogénio 3% diluido em PBS pH 7.4 (8

banhos de 5 minutos cada) para bloqueio da peroxidase endogena.

3. Lavagem em agua corrente por 15 minutos.
4. Imersdo em tampé&o PBS pH 7.4 por 5 minutos.
5. Incubacdo com anticorpo primério diluido em tampé&o PBS pH 7.4, SBA

1%, azida sddica 0,1% e saponina 0,1% (SIGMA, Chemical Co., USA)
durante 24 horas a temperatura ambiente em camara umida.

6. Imersdo em tampé&o PBS pH 7.4 (3 banhos de 3 minutos cada).
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Incubacédo com anticorpo secundario biotinilado diluido em tampé&do PBS
pH 7.4 e saponina 0,1% durante 30 minutos a 37°C.

Imersdo em tampé&o PBS pH 7.4 (3 banhos de 3 minutos cada).
Incubagdo com o Complexo Avidina-Biotina-Peroxidase (Kit ABC Elite,
PK6100, VECTOR) durante 40 minutos a 37°C.

Imersdo em tampé&o PBS pH 7.4 (3 banhos de 3 minutos cada).
Incubacédo com solucédo de 3,3 diaminobenzidina (DAB) 0,06% em PBS
pH 7.4 a qual foi adicionada 0,3% de peréxido de hidrogénio, durante 5
minutos.

Lavagem em agua corrente durante 10 minutos.

Contra-coloracdo com Hematoxilina de Harris seguida de lavagem em
agua corrente, desidratacdo em concentracdes crescentes de etanol,
diafanizacdo em xilol e montagem das laminas em Entellan.

Na deteccdo de IL-10 e TNF-a foram feitas algumas modificacées no

protocolo descrito acima. Assim no passo 1, em vez da digestdo com tripsina

foi realizado resgate antigénico em forno de microondas a temperatura maxima

durante 20 minutos, em tampao citrato 10mM pH 6.0. E, especificamente, para

0 TNF-a 0 passo 9 foi substituido por processo de amplificagédo catalizada do

sinal com o substrato tiramida-peroxidase (WENER et al.,1996) realizando-se o

seguinte procedimento:

Incubacédo com Strepto-ABC (Kit CSA, DAKO) diluido 1:500 em tampéao
diluente a 37°C durante 15 minutos.

Lavagem em tampao PBS (3 banhos de 5 minutos cada).
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- Incubacdo com Biotinil-Tiramida (Kit CSA, DAKO) a 37°C durante 5
minutos.

- Lavagem em tampéao PBS (3 banhos de 5 minutos cada).

- Incubacdo com Strepto-Peroxidase (Kit CSA, DAKO) a 37°C durante
minutos.

O restante da sequéncia foi mantido.

No controle negativo foram omitidos os anticorpos primarios. A
marcacdo positiva foi detectada como coloragdo marrom de padrdo
citoplasmatico.

As células marcadas para IL-4 e IFN-y foram contadas utilizando-se
ocular integradora e a contagem expressa como numero de células
positivas/mm?. Para IL-10, TNF-a. e TGF-B utilizou-se anélise semiquantitativa
expressa em cruzes, levando-se em consideracdo o numero de células
marcadas positivamente e a intensidade da marcacdo como delineado no

quadro a seguir:
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Classificacao N°de células marcadas e intensidade da marcacéo
0 Auséncia de células marcadas
+ Poucas células fraca ou moderadamente marcadas

Poucas células marcadas intensamente ou nimero moderado

++
ou grande de células marcadas fracamente
Numero moderado de células marcadas moderada ou
+++
intensamente ou grande numero marcadas moderadamente
++++ Grande numero de células marcadas intensamente
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Tabela 03. Anticorpos primarios e secundarios

Material e Métodos

utilizados para a
imunomarcacao de IL-2, IL-4, IFN-y, IL-10, TNF-a e TGF-f1 em

biopsias de pele ou mucosa de pacientes portadores de

paracoccidioidomicose e respectivas dilui¢coes.

Anticorpo

Anticorpo monoclonal anti-IL2

Anticorpo monoclonal anti-IL-4 humana
Anticorpo monoclonal anti-IFN-y humano
Anticorpo monoclonal anti-IL-10 humana
Anticorpo monoclonal anti-TNF-a humano

Anticorpo policlonal anti-TGF-f1 humano

produzido em galinha

Anticorpo policlonal anti-lgG de
camundongo/coelho biotinilado produzido

em cabra

Anticorpo policlonal anti-lgM de galinha

biotinilado produzido em cabra
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Diluicéo

1:20

a

1:800

1:400

1:200

1:50

1:400

1:100

1:600

1:400

Cdédigo

MABG602

MAB604
MAB285
MAB217

MAB610

BAF240

K0492

BA-9010

Fabricante

R & D Systems

R & D Systems
R & D Systems
R & D Systems

R & D Systems

R & D Systems

DAKO

VECTOR
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3.6. Avaliag&do da imunidade humoral e celular

3.6.1. Determinacédo dos niveis séricos de anticorpos especificos anti-Pb

Para a avaliacdo da resposta imune humoral dos pacientes foi realizada a
determinacao dos niveis séricos de anticorpos especificos anti-Pb pelo método

imunoenzimatico (ELISA).

3.6.1.1. Preparacéo do antigeno do Pb (Ag Pb)

O antigeno do Pb (AgPDb) foi preparado a partir de formas leveduriformes
de pool de culturas das cepas 18, 192, 265, 113, BT1, BT2 e BT3 cultivadas a
37°C em agar Sabouraud por 7 dias. Uma suspensdo dos fungos foi
centrifugada, lavada 3 vezes em SSE, suspensa em igual volume de SSE e
sonicada em disruptor ultrassénico de células por 20 vezes durante 2 minutos a
60-70 ciclos/segundo. O material resultante foi centrifugado 1200 rpm durante
20 minutos a 4°C. O sobrenadante (AgPb) foi esterilizado em pré-filtro e em
filtro Milipore. A concentracao protéica foi determinada pelo método de LOWRY

et al. (1951).

3.6.1.2. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Placa de poliestireno de fundo plano com 96 orificios (CORNING —
ZX24882J) foi sensibilizada com 100 pul de suspensdo do AgPb (75 ul do
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antigeno em 10 ml de tampado carbonato-bicarbonato pH 9.6) e incubada a
temperatura ambiente por aproximadamente 18 horas. A seguir 0os pocos foram
bloqueados com solucdo de PBS contendo 5% de leite em p6 desnatado
(solucdo PBS-MOLICO) a temperatura ambiente por 1 hora. As amostras dos
soros foram diluidas em PBS-MOLICO (diluicées de 1:100, 1:200, 1:400, 1:800,
1:1600, 1:3200, 1:6400 e 1:12800), sendo distribuidos 100 ul das diluicbes
pelos orificios da placa (exceto no branco), que foi incubada por 2 horas a
37°C. Foi entao, lavada com solucdo PBS-Tween (PBS contendo Tween 20 a
0,05%) e incubada com 100 ul do anticorpo anti-lgG humana conjugado a
peroxidase (SIGMA, Chemical Co., USA) e diluido 1:40.000 em PBS-MOLICO
durante 2 horas a 37°C. Foi realizada nova lavagem em PBS-Tween. Para
revelacdo foi utilizado em cada orificio 100 ul da solucdo de
ortofenilenodiamina (OPD) e perdxido de hidrogénio (10 mg de OPD em 25 ml
de tampdo citrato-fosfato pH 5.0 e 10 pul de peroxido de hidrogénio) com
incubacdo de 5 minutos em local escuro. A reacéo foi interrompida com 50 pl
de H,SO4 4N para cada orificio.

A leitura foi efetuada em leitor automatico de ELISA (Titertek Multiskan
MCC/340) em comprimento de onda de 492 nm. Os resultados foram
expressos como a média das leituras das diluicdes dos soros com valores

acima do controle negativo da reacgao.
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3.6.2. Teste cutaneo da paracoccidioidina

O teste cutaneo da paracoccidioidina foi utilizado para a avaliacdo da
imunidade celular dos pacientes. Para sua realizacéo, antigeno do Pb (Agpb)
foi preparado segundo a metodologia descrita por FAVA NETTO (1961). Cada
individuo foi inoculado, pela via intradérmica, no dorso, com 0,1 ml do antigeno.
Ap6s 48 horas a zona de induracdo foi mensurada e as mensuracoes
anotadas. O teste foi considerado positivo, quando a zona de induracdo media

5 mm ou mais.

3.7. Determinacao dos niveis séricos de citocinas

A determinacdo dos niveis séricos das citocinas IL-2, IL-4, IFN-y, IL-10,
TNF-a, e TGF-B1 nos soros de pacientes portadores de Pbmicose e de
individuos sadios foi realizada por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os
anticorpos utilizados estdo apresentados na tabela 04. Para a realizacdo da
curva padrao foram empregadas as seguintes citocinas recombinantes
provenientes da R&D Systems: IL-2 (202-IL), IL-4 (204-IL), IL-10 (217-IL),

TNF-a (210-TA), IFN-y (285-IF) e TGF-p (240-B).

3.7.1. Determinacéao das citocinas IL-2, IL-4, IFN-y e TNF-a

Placas de poliestireno com 96 orificios e fundo plano, de alta afinidade
(MaxSorp, Nunc, Life Tech. Inc, Maryland, USA), foram sensibilizadas por 18
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horas a 4°C com anticorpo monoclonal anticitocinas humanas IL-2, IL-4, IFN-y
e TNF-a (R & D Systems) diluido em tampao carbonato-bicarbonato 0,2 M, pH
7.2 contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T). O bloqueio dos sitios livres foi
realizado com solucdo de PBS-T contendo leite em p6 desnatado na
concentracdo de 5% durante 2 horas a 37°C. Ap0s lavagem das placas foram
adicionados 100 ul das citocinas humanas recombinantes IL-2, IL-4, IFN-y e
TNF-a, nas concentracdes apropriadas, para obtencdo da curva padrdo. Nos
demais orificios foram distribuidos 100 ul dos soros com posterior incubagao
por 4 horas a 37°C. ApGs este periodo e lavagem das placas, foi adicionado o
anticorpo anticitocinas biotinilado diluido em PBS-T, nas concentracdes
apropriadas, com incubagéo por 4 horas a 37°C. Em seguida a nova lavagem
das placas, foram adicionados 100 ul de estreptavidina na diluicdo de 1:10.000
em PBS-T. Foi realizada outra lavagem e foram adicionados 100 pl de
substrato constituido por 10 ul de peroxido de hidrogénio a 30% diluidos em 10
ml de tampéo citrato-fosfato 0,1 M pH 5.0 contendo 10ug do revelador
ortodifenilenodiamina (SIGMA, Chemical Co., USA). A reacdo foi interrompida
pela adicdo de 50 ul de solugcédo de acido sulfarico 2N e as densidades opticas
avaliadas em leitor automatico de ELISA (Titertek Multiskan) em comprimento
de onda de 492 nm. As concentragcdes das citocinas nos soros foram
calculadas sobre curva padrao obtida com diferentes concentracdes das

citocinas humanas recombinantes.
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3.7.2. Determinacéo de TGF-B1

De acordo com as recomendacdes do fabricante para a dosagem de
TGF-B1, os soros de pacientes com paracoccidioidomicose e de individuos
sadios foram previamente submetidos a ativacdo com uréia seguida de
neutralizacdo com NaOH/Hepes pH 7.0. A seguir, placa de poliestireno com 96
orificios e fundo plano, de alta afinidade (MaxSorp, Nunc, Life Tech. Inc,
Maryland, USA), foi sensibilizada por 18 horas a 4°C com anticorpo monoclonal
anti-TGF-B1 humano (R & D Systems) diluido em tampé&o PBS pH 7.2 contendo
Tween 20 a 0,05% (PBS-T).

O bloqueio dos sitios livres da placa foi realizado com solucédo de PBS
adicionado de 5% de sacarose, 0,05% de azida sodica (NaN3) e 5% de Tween
20 durante 2 horas a temperatura ambiente. Apés lavagem, foram adicionados
100 pl de TGF-B1 recombinante na concentragao inicial de 8.000 pg/ml para
obtencdo da curva padrdo. O recombinante foi diluido em “opticlear” (soro
dilipidado) de acordo com a recomendacédo do fabricante (R&D Systems). Os
demais orificios da placa foram utilizados para dosagem da citocina nas
amostras de soro. Seguiu-se periodo de incubacédo de 4 horas a temperatura
ambiente. Apos isso, procedeu-se novamente a lavagem por 3 vezes com
PBS-T e incubacdo com anticorpo biotinilado diluido em PBS-T, na
concentracdo de 100 ng/ml por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida a
nova lavagem, foi adicionada avidina-peroxidase diluida em PBS-T na
concentracdo de 1:10.000 por 2 horas a temperatura ambiente. Decorrido este

periodo e, posteriormente, a lavagem da placa, adicionou-se 100 pl de
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substrato constituido por 10 ul de H,O; a 30%, diluidos em 10 ml de tampé&o
citrato fosfato 0,1M pH 5.0, contendo 10 ug do revelador ortofenilenodiamina
(SIGMA Chemical Co., USA). A reacao foi interrompida pela adicdo de 50 ul de
solucado de acido sulfirico 2N e as densidades épticas avaliadas em leitor
automético de ELISA (Titertek Multiskan) em comprimento de onda de 492 nm.
A concentracdo de TGF-B1 no soro foi calculada sobre a curva padrao obtida

com diferentes concentracdes da citocina recombinante.

3.7.3. Determinacgéo de IL-10

Placa de poliestireno com 96 orificios e fundo plano, de alta afinidade
(MaxSorp, Nunc, Life Tech. Inc, Maryland, USA), foi sensibilizada por 18 horas
a 4°C com anticorpo monoclonal anti-IL-10 humana (R & D Systems) na
concentracdo de 4ug/ml diluido em PBS pH 7.2 contendo Tween 20 a 0,05%
(PBS-T). O bloqueio dos sitios livres da placa foi realizado com solucdo de PBS
adicionado de 1% de BSA, 5% de sacarose e 0,05% de azida sédica (NaNs)
durante 2 horas a temperatura ambiente. Apos lavagem da placa, foram
adicionados 100 pul de IL-10 recombinante nas concentragdes apropriadas para
obtencéo da curva padréo. O recombinante foi diluido em 0,1% de BSA, 0,05%
de Tween e Tris-salina (20 mM de trizma e 150 mM de NaCl). Nos demais
orificios foram distribuidos 100 ul dos soros com posterior incubagcéo por 4
horas a temperatura ambiente. A seguir, novamente procedeu-se a lavagem da
placa por 3 vezes com PBS-T e foi adicionado o anticorpo anti-IL-10 biotinilado

diluido em PBS-T, na concentracdo de 250 ng/ml com incubacao por 4 horas a
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temperatura ambiente. Apds nova lavagem foram adicionados 100 ul de avidina
na concentragdo de 1:10.000 em PBS-T com incubacdo de 1 hora em
temperatura ambiente. Decorrido este periodo e, posteriormente a lavagem,
adicionaram-se 100 pl de substrato constituido por 10 ul de H,O, a 30%,
diluidos em 10 ml de tampéao citrato fosfato 0,1M pH 5.0 contendo 10 pg do
revelador ortofenilenodiamina (SIGMA Chemical Co., USA). A reagao foi
interrompida pela adicdo de 50 ul de solugdo de &cido sulfurico 2N. As
densidades Opticas foram avaliadas em leitor automético de ELISA (Titertek
Multiskan) em comprimento de onda de 492 nm e as concentracdes de IL-10
nos soros foram calculadas sobre a curva padrdo obtida com diferentes

concentracdes da citocina recombinante.
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Tabela 04. Anticorpos empregados no ensaio imunoenzimatico (ELISA) para
dosagem de citocinas no soro de pacientes portadores de
paracoccidioidomicose e de individuos sadios.

Anticorpo
Citocinas | Anticorpo Primério | Codigo Secundario Cédigo | Fabricante
Biotinilado
R&D
IL-2 Mouse anti-human | MAB602 Goat anti-human | BAF202
Systems
IL-2 IL-2
IL-4 Mouse anti-human | MAB604 | Goat anti-human | BAF204 R&D
IL-4 IL-4 Systems
Goat anti-human R&D
INF-y Mouse anti-human = MAB285 BAF285
IFN-y Systems

IFN-y

IL-10 Mouse anti-human MAB217 | Goat anti-human | BAF217 R&D

IL-10 IL-10 Systems

TNF-a Mouse anti-human | MAB610  Goat anti-human BAF210 R&D

TNF-a TNF-a Systems
TGF-B1 Mouse anti-human | MAB240 Chicken anti- BAF240 R&D
TGF-p1 human TGF-p1 Systems
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3.8. Andlise estatistica

Os dados referentes as concentracdes de citocinas no soro de pacientes
portadores de Pbmicose e de individuos sadios e, de células do infiltrado
inflamatorio em bidpsias de pele e de mucosa, foram submetidos ao teste nao
paramétrico de Mann Whitney para comparacdo de duas amostras
independentes.

Foram utilizados os testes ndo parameétricos de Wilcoxon (comparacao de
duas amostras dependentes) e de Friedman (comparacdo de mais de duas
amostras relacionadas) para os dados referentes, respectivamente, a presenca
de IL-4 e IFN-y e de IL-10, TGF-p e TNF-a nas lesdes teciduais.

Para analise da correlacdo entre os niveis séricos de citocinas, niveis
séricos de anticorpos anti-P. brasiliensis, contagens celulares, citocinas nos
granulomas, resposta ao teste da paracoccidioidina e gravidade clinica utilizou-
se o teste da correlacédo de postos de Spearman.

O nivel de significancia adotado para todos os testes empregados foi de
5%. Foram utilizados os programas estatisticos Winks — Statistical Data

Analysis and Graphs e Jandel Sigma Stat.
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4. RESULTADOS

4.1. Histopatologia

O exame histopatolégico dos cortes corados em HE demonstrou o
mesmo padrdo de achados morfologicos em bidpsias de pele e de mucosa, por
isso os resultados serdo analisados conjuntamente.

Em relacdo as alteracbes observadas no epitélio estratificado,
hiperplasia epitelial, variando, em geral, de moderada a acentuada e
freqientemente exibindo aspecto pseudo-epiteliomatoso, esteve presente em
praticamente todas as bidpsias. Hiper e paraqueratose, espongiose, formacao
de microvesiculas e microabcessos foram visualizados frequentemente.
Células do exsudato inflamatério incluindo neutrdfilos, eosindfilos, linfocitos e
células gigantes permeavam o epitélio. Plasmadcitos foram vistos em namero
reduzido nesta localizacdo. Fungos também estiveram presentes em numero
variavel (Figura 01).

A derme/cério, exibiu inflamacdo crénica granulomatosa e supurativa
caracteristica. Os granulomas eram constituidos por agregados focais de
macrofagos, células epitelidides e células gigantes multinucleadas, tanto do
tipo corpo estranho como do tipo Langhans, muitas delas continham leveduras
do fungo, algumas de aspecto degenerado. Frequentemente, areas de
supuracao, com numero variavel de neutrofilos, estavam presentes no interior

dos granulomas. Estes eram circundados por quantidade variavel de
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linfécitos, macrofagos, plasmadcitos e eosinofilos. Muitas vezes, mostravam
arranjo frouxo, desorganizado, sendo que na mesma bidpsia, era possivel
observar areas com granulomas compactos, bem formados, lado a lado com
areas exibindo granulomas frouxos, mal organizados e edema e congestéo
vascular. Fibrose, em geral discreta e raras vezes chegando a moderada, em
torno dos granulomas, foi achado frequente. Fungos, livres ou no interior de
células gigantes, viaveis ou nédo, foram vistos em numero variavel, em geral
associados a exsudato neutrofilico com formacdo de microabcessos. Necrose
praticamente ndo foi observada e poucas bidpsias mostraram presenca de

vasculite comprometendo a parede de arteriolas ou vénulas (Figuras 02 e 03).
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Figura 01: A) Epiderme exibindo hiperqueratose e hiperplasia pseudo-epiteliomatosa. HE - 100X.
B) Espongiose e permeacdo do epitélio por exsudato inflamatério com formagdo de microabscessos e
presenca de célula gigante de tipo Langhans. HE — 400X. C) Microabscessos intra-epiteliais contendo
leveduras do Pb (seta). HE — 200X. D) Permeacdo do epitélio pavimentoso por exsudato inflamatério com
muitos eosindfilos e formagéo de granuloma epitelidide contendo o fungo (seta). HE — 400X.

44



Resultados

Figura 02: A) Derme/cério mostrando granulomas epitelidides compactos, bem delimitados e
infiltrado intersticial de mononucleares. HE — 200X. B) Detalhe: granuloma epitelidide, compacto,
circundado por fibrose discreta. HE — 400X. C) Granuloma paracoccidididico frouxo, com reacgao
epitelidide mal definida, numerosas células gigantes, algumas contendo fungo (seta) e permeacao
por infiltrado de plasmécitos, eosindfilos, histiécitos, linfécitos e neutréfilos. HE — 400X. D) Detalhe de
granuloma mostrando é&rea de supuragdo (seta) no interior de célula gigante e halo de
mononucleares bem definido. HE — 400X.
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Figura 03: A e B) Células gigantes contendo leveduras do Pb, algumas delas exibindo brotamento.
HE — 1000X. C) Leveduras do fungo impregnadas pela prata e exibindo morfologia caracteristica.
Grocott — 1000X. D) Pequeno vaso da derme/coério exibindo vasculite. HE — 400X.
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4.1.1. Contagens de neutrofilos, eosinéfilos, células gigantes

multinucleadas (CGM), plasmécitos e fungos

As contagens de neutrdfilos, eosindfilos, células gigantes, plasmacitos e
fungos foram realizadas em bidpsias cutaneo-mucosas de 25 pacientes e seus
resultados expressos como mediana do n° de células/mm? (Tabela 01).

Neutrofilos foram observados em 24 das 25 bidpsias (96%) e se
destacaram como o tipo celular mais numeroso em 18 bidpsias, representando,
no total, 71,6% dessas células. Plasmadcitos predominaram em 06 espécimes
(4%) dos 24 em que foram pesquisados, e representaram 26,6% das células.
Eosindfilos estiveram presentes sempre em numero menor em relacdo aos
neutrofilos, e em 01 bidpsia (4%) ndo foram visualizados, compreendendo
1,8% das células analisadas. Células gigantes foram encontradas em 100%
das biopsias variando em numero de caso para caso, mas sempre em
quantidades bem inferiores as de neutrdéfilos (Figura 04).

A presenca de fungos foi avaliada em 22 bidpsias e variou amplamente,
de escassa a abundante (Tabela 02).

Em relacdo as bidpsias de pele ou de mucosa, observamos
presenca de numero significativamente maior de plasmécitos nos espécimes
de mucosa. Para neutrdéfilos, eosindfilos, células gigantes e fungos nao foram

observadas diferencas estatisticamente significativas (Tabela 03 e Figura 05).
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O Neutroéfilos

W Eosinodfilos

OCéls. Gigantes

B Plasmocitos

SRR

Figura 04: Medianas das contagens de neutrdfilos, eosindfilos, células
gigantes multinucleadas e plasmocitos em biopsias cutaneo-

mucosas de portadores da forma crénica multifocal da Pbmicose.
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Tabela 01: Distribuicdo das biépsias cutaneo-mucosas de portadores da forma
cronica multifocal da pbmicose em relacdo a quantidade (mediana

do n° de células/mm?) de neutréfilos, eosindfilos, células gigantes e

plasmacitos.
Biopsias
N° de células/mm?
N (%)
(mediana)
Neutrofilos Eosindfilos  Céls. Gigantes Plasmécitos
OF 15 4 (16,0) 22 (88,0) 25 (100,0) 9(37,5)
15+ 30 1(4,0) 1(4,0) 0(0,0) 3(12,5)
30 +~ 60 1(4,0) 2(8,0) 0 (0,0) 4 (16,6)
60 - 120 13 (52,0) 0(0,0) 0(0,0) 2 (8,3)
120 + 240 4 (16,0) 0(0,0) 0(0,0) 6 (25,0)
240 - 480 2 (8,0) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0
Total 25 (100,0) 25 (100,0) 25 (100,0) 24(100,0)
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Tabela 02: Distribuicdo das bidpsias em relacdo a quantidade de fungos

(mediana n° de fungos/ mm?).

Bidpsias
N° de fungos/mm? (mediana) N (%)

0L 10 16 (72,73)

10 + 20 2(9,09)

20 40 0(0,00)

40 + 80 2(9,09)

80 - 160 1(4,55)

160 I 330 1(4,5%)
Total 22 (100,01)
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Tabela 03: Medianas das contagens de neutrofilos, eosinéfilos, células
gigantes e plasmocitos em biopsias de pele e mucosa em

portadores de forma crénica multifocal da Pbmicose.

Células
Local da biopsia (n°/mm?)
Células
Neutrdfilos Eosindfilos Gigantes Plasmacitos

Mucosa 80 4 0 120*
(n=9) (0-314) (0-56) (0-128) (0-262)

Pele 76 2 0 12*
(n=15) (4 — 286) (0-20) (0-4) (0-164)

() Valor minimo e méaximo.
*p = 0,007 ( Teste U de Mann Whitney

120+

OMucosa
100 M Pele

80+

60+

40+

no. plasmacitos/mm2

Figura 05: Medianas das contagens de plasmaocitos em bidpsias de pele e
mucosa de portadores da forma crénica multifocal da Pbmicose. * p = 0,007

4.2. Estudo imuno-histoquimico das populacdes linfocitarias
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Linfocitos T CD3", linfocitos B CD20" e células NK foram identificados
em 26 biopsias e linfocitos T CD8" em 24.

Os linfécitos T CD3+ foram as células predominantes e
representaram 62,03% dos linfocitos imunomarcados. Achavam-se distribuidos
pelas lesbes da derme/corio em dois padrbes basicos concomitantes, faziam
parte do manto que circundava os granulomas, com alguns poucos permeando
o arranjo central de fagocitos mononucleares e do infiltrado difuso da
derme/coério, inclusive, com permeacdo do epitélio pavimentoso estratificado
superficial (Figuras 06 e Tabela 04).

Os linfocitos T CD8+ representaram 33,2% da populacéo de linfocitos T
CD3+, com porcentagens variando entre 15,8% e 66,7% (Figura 06).

Linfocitos B CD20+ e células NK representaram, respectivamente, 5,4%
e 12,0% da populacéo linfocitaria. Eram encontrados no manto em torno dos
granulomas e sobretudo em arranjo difuso pela derme/cdrion com presenca de
alguns deles no epitélio superficial ( Figura 07).

Os linfocitos T CD8" foram encontrados em ndmero
significativamente maior em biopsias de mucosa em relacdo as de pele. Em
relacdo aos linfocitos T CD3, linfocitos B CD20" e células NK ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas (Tabela 05).

No geral, linfécitos T CD3" representaram 54,1% de todas as células
analisadas, linfocitos B CD20" 4,9%, células NK 11,1%, neutrdfilos 19,2%,

eosinofilos 0,5%, células gigantes 0% e plasmécitos 7,1% (Figura 08).
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Figura 06: A e B) Granulomas paracoccidididicos com numerosos linfécitos T CD3" no halo
periférico e alguns poucos permeando o agregado central de fagdcitos mononucleares.
IH — 400X. C e D) Linfécitos T CD8" distribuidos na periferia de arranjos granulomatosos.
IH — 400X.
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Figura 07: A) Linfocitos B CD20+ na periferia de granuloma paracoccidiéidico. IH — 400X.
B) Células NK em torno de arranjo granulomatoso. IH — 400X.
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Tabela 04: Distribuicdo das bidpsias cutdneo-mucosas em relacdo a
quantidade (mediana do n° de células/mm? ) de linfécitos
TCD3+, linfocitos B CD20+, linfocitos T CD8+ e células NK.

Bidpsias
N® de células/mm?
N (%)
(mediana)
CD3+ CD20+ CD8+ NK
0+ 30 1(3,9) 17 (65,4) 4 (16,7) 9 (34,7)
30 + 60 0 (0,0) 6 (23,1) 6 (25,0) 7 (26,9)
60 +— 120 4 (15,4) 2(7,7) 5 (20,8) 8 (30,8)
120 - 240 9 (34,6) 1(3,9) 8 (33,3) 2(7,7)
240 + 480 6 (23,1) 0(0,0) 1(4,2) 0(0,0)
480 + 960 6 (23,1) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
Total 26 (100,1) 26 (100,1) 24 (100,0) 26(100,1)
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Figura 08: Medianas das contagens de linfécitos T CD3", linfécitos T CD8",
linfocitos B CD20" e células NK em biopsias cutaneo-mucosas de

portadores da forma crénica multifocal da Pbmicose.
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Figura 09: Frequéncia de neutrofilos, eosinofilos, células gigantes,
plasmocitos, linfocitos T CD3" e CD8", linfécitos B CD20" e
células NK em biopsias cutaneo-mucosas de portadores da

forma crénica multifocal da Pbmicose.
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Tabela 05: Medianas das contagens das popula¢des linfocitarias em bidpsias

de pele e mucosa pacientes portadores de
paracoccidioidomicose.
Local T CD3+ T CD8+ B CD20+ NK
da biopsia
Mucosa 408 144 * 29 62
(n=10) (116 — 596) (24 — 256) (12 - 44) (4 -152)
Pele 214 54~ 19 38
(n=16) (24 — 786) (12 -176) (4-124) (4 - -84)

() Valor minimo e maximo.

*p = 0,038 ( Teste U de Mann Whitney).
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Figura 10: Medianas das contagens das populacdes linfocitarias em bidpsias
de mucosa e de pele de pacientes portadores da forma cronica

multifocal da Pbmicose. * p = 0,038

4.3. Deteccdo imuno-histoquimica das citocinas IL-2, IL-4, IFN-y, IL-10,

TNF-a e TGF-B1

Entre 21 e 24 espécimes de biopsias de lesbes cutaneo-mucosas de
pacientes portadores da forma cronica multifocal da paracoccidioidomicose,
fixados em formalina e incluidos em parafina, foram submetidos ao método
imuno-histoquimico para deteccéo in situ das citocinas IL-2, IL-4, IFN-y, IL-10,
TNF-a. e TGF-B1. N&o obtivemos sucesso nas tentativas de imunomarcagao de

IL-2.

59




Resultados

4.3.1. IL-4 e INF-y

IL-4 e IFN-y foram detectados no citoplasma de pequenas células
mononucleares com aspecto morfologico de linfécitos. Em geral, para ambas
as citocinas, as ceélulas positivas apresentavam coloracdo com intensidade de
moderada a acentuada, estavam presentes em pequeno numero e se
distribuiam de maneira difusa no infiltrado em torno dos granulomas (Figura
11).

Foram observados quatro padrées de imunomarcacéo (Tabela 06 e 07)
para as duas citocinas: algumas bidpsias apresentaram células positivas para
as duas citocinas (IL-4+/IFN-y +); outras para apenas uma delas (IL-4+ / IFN-y~
ou IL-47/ IFN-y +) e algumas ndo apresentaram células positivas para
nenhuma delas  (IL-4 ~ / IFN-y 7) (Figura 12).

Nao detectamos diferencas estatisticamente significativas em relagéo a

presenca de IL-4 e IFN-y em lesGes de pele e de mucosa.
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Figura 11: A) Derme/cério mostrando varias células marcadas para IL-4 no infiltrado inflamatério préximo
61

a periferia de granulomas paracoccididicos. IH — 400X. B) Detalhe das pequenas células mononucleares
marcadas para IL-4. IH — 1000X. C) Escassas células marcadas para IFN-gama. IH — 400X. D) Detalhe de

célula mononuclear marcada para IFN-gama. IH — 1000X.



Resultados

Tabela 06: Distribuicdo dos quatro padrdes de reatividade para as citocinas
IL-4 e INF-y em bidpsias de pele e de mucosa de pacientes

portadores da forma crénica multifocal da Pbmicose.

Padrdes de Reatividade para Mucosa Pele Total
IL-4 e IFN-y
N (%) N (%) N (%)
IL-4 +/ INF-y + 5 (50,0) 4 (30,8) 9(39,1)
IL-4 + / IFN-y — 2 (20,0) 3(23,1) 5(21,7)
IL-4 — / IFN-y + 2 (20,0) 2 (15,4) 4 (17,4)
IL-4 —/ IFN-y — 1(10,0) 4 (30,8) 5(21,7)
Total 10(100,0) 13 (100,1) 23 (100,0)
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Tabela 07: Distribuicdo do numero de células marcadas para IL-4 e IFN-y nas
lesbes cutdaneo-mucosas de portadores da forma crénica multifocal

da Pbmicose.

N° de células/mm? IL-4 IFN-y
N (%) N (%)
0L 02 12 (56,3) 13 (56,6)
0,2 - 0,4 3(13,0) 1(4,4)
04+0,8 3(13,0) 5 (21,5)
08+ 1,6 2(8,7) 4 (17,5)
1,6 3,3 3(13,0) 0 (0,0)
Total 23 (100,0) 23 (100,0)
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No. células/mm?2

Figura 12: Expresséo de IL-4 e IFN-y em lesGes cutaneo-mucosas da forma

cronica multifocal da paracoccidioidomicose.

4.3.2. IL-10, TNF-a. e TGF-B1

IL-10, TNF-a. e TGF-B1 foram detectados em todas as lesbes cutaneo-
mucosas de portadores da forma cronica multifocal da Pbmicose analisadas,
num total de 24 bi6psias para IL-10 e TNF-a e 21 para TGF-B1. Para as trés
citocinas, observou-se imunomarcacao positiva de células epitelidides, células
gigantes e macréfagos dos granulomas, bem como de pequenas células
mononucleares do infiltrado em torno destes e de células do epitélio
pavimentoso estratificado superficial. Para TGF-f1 também foram marcados
fibroblastos e células musculares esqueléticas e para TNF-a, células

endoteliais e leucécitos polimorfonucleares (Figuras 13 e 14).
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Figura 13: A) Granuloma epiteli6ide mostrando marcacdo para TNF-alfa, que também corou células
endoteliais. IH — 400X. B) Epitélio pavimentoso estratificado, granuloma epitelidide (seta) e células do infiltrado
inflamatério difuso da derme/cério mostrando intensa imunomarcagdo para TNF-alfa. IH — 100X.
C) Granuloma paracoccidididico mostrando células gigantes e células epitelidides marcadas para IL-10,
numerosas células mononucleares do halo também se coraram positivamente. IH — 400X.
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Figura 14: A) Granuloma paracoccidididico mostrando imunomarcacdo de células epitelidides e de célula
gigante para TGF-beta. IH — 400X. B) Células do infiltrado inflamatério da derme/cério, com aspecto
morfoldgico de macrdfagos, apresentando marcacgao positiva para TGF-beta. IH — 1000X.
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A tabela 08 e a figura 15 mostram o perfil de expressdo das trés
citocinas de acordo com os escores de imunomarca¢ao adotados. A presenca
de TGF-B1 nas lesdes teciduais foi significativamente menor em relacdo a de
IL-10 e TNF-a, sendo que a expressdo das duas ultimas ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa (tabela 09).

Lesbes de mucosa e pele mostraram diferencas significativas apenas

em relacdo a presenca de IL-10, que foi mais acentuada nas biopsias de

mucosa (tabela 10).
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Tabela 08: Distribuicdo de IL-10, TGF-f1 e TNF-o nas lesbes cutaneo-
mucosas de pacientes portadores da forma crénica multifocal da

paracoccidioidomicose.

Escores
de IL-10 TNF-a TGF-p1
imunomarcacgao N (%) N (%) N (%)
+ 1(4,2) 0 (0,0) 1(4,8)
+/++ 0 (0,0) 0 (0,0) 1(4,8)
+ + 2 (8,3) 3 (12,5) 4 (19,1)
++/+++ 7 (29,2) 2 (8,3) 12 (57,1)
++ + 8 (33,3) 8 (33,3) 3(14,3)
+++/++++ 5 (20,8) 8 (33,3) 0 (0,0)
+ 4+ + 1(4,2) 3 (12,5) 0 (0,0)
Total

24 (100,0) 24 (99,9) 21 (100,0)
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Figura 15: Distribuicdo de IL-10, TGF-p e TNF-a nas lesbes cutaneo-

mucosas de portadores da forma cronica multifocal da Pbmicose.
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Tabela 09: Expresséo de IL-10, TNF-a e TGF-B nas lesdes cutdneo-mucosas

de portadores da forma crénica da Pbmicose.

IL-10 TNF-« TGF-p1 Significancia*
Gl G2 G3
Escores
da +++ +++ [ ++++ ++ [ +++ p < 0,001
imunomarcacédo (1+ — 4+) (2+ — 4+) (1+ — 3+4)
Significancia** G3<Gl1=G2

Os resultados estdo expressos como mediana, com escores minimo e maximo entre

parénteses.
* Teste de Friedman para mais de duas amostras dependentes.

** (p < 0,05) Teste de Tukey para multiplas comparacdes.
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Tabela 10: Expressao de IL-10, TNF-a. e TGF-B1 em lesdes de mucosa e de

pele de portadores da forma cronica multifocal da Pbmicose.

Local da bidpsia IL-10 TNF-a TGF-p1
Mucosa
(n=10) +++* +++ ++/+++
(2+/ 3+ — 4+) (2+/3+ — 4+4) 2+ — 3+4)
Pele ++ [ +++* +++/++++ ++/+++
(n=14) 1+ — 3+/4+) (2+ — 44) (1+ — 34)

Resultados expressos como moda, com escores minimo e maximo entre parénteses.
*p = 0,005 (Teste U de Mann Whitney).

4.4. Avaliacdo daimunidade humoral e celular

4.4.1. Determinacédo dos niveis séricos de anticorpos especificos anti-Pb

Anticorpos anti-Pb foram detectados em todos os pacientes. A
distribuicdo dos titulos de anticorpos no soro dos pacientes esta representada
na tabela 11. O menor titulo observado foi 1:200 e o maior 1:204.800.
Observamos dois picos de freqiiéncia, 33% dos pacientes apresentaram titulos

entre 1:12.000 e 1:24.000 e 23,82% entre 1:48.000 e 1:96.000.
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Tabela 11: Distribuicdo dos titulos de anticorpos séricos anti-Pb em portadores

da forma cronica multifocal da Pbmicose.

Inverso da diluicdo dos soros Pacientes com paracoccidioidomicose

N (%)

200 + 6.000 1(4.8)

6.000 + 12.000 3(14,3)

12.000  24.000 7(33,3)
24.000 + 48.000 2 (9,5)
48.000 +~ 96.000 5(23,8)
96.000 ~ 192.000 2 (9,5)
192.000 + 384.000 1(4,8)

Total 21 (100,0)

4.4.2. Teste cutaneo da paracoccidioidina

A tabela 12 mostra a distribuicdo das respostas dos pacientes ao teste

cutaneo da paracoccidioidina. A maioria dos pacientes (62,5%) respondeu

positivamente.
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Tabela 12: Distribuicdo das respostas ao teste cutdaneo da paracoccidioidina

em portadores da forma crénica multifocal da Pbmicose.

Resposta ao teste Pacientes com paracoccidioidomicose
da
paracoccidioidina N (%)
Positiva (> 5mm) 13 (61,9)
Negativa ( < 5mm) 8 (38,1)
Total 21 (100,0)

4.5. Determinacédo dos niveis séricos de citocinas

Os niveis de IL-2 e IL-4 no soro de 13 pacientes e de 30 individuos
sadios estéo representados na tabela 15 e nas figuras 0 a 0. TGF-1 e IL-10
foram dosados no soro de 21 pacientes e de 22 individuos sadios ( tabela 13 e
figuras 16 a 18).

N&o obtivemos sucesso na determinacdo dos niveis séricos de IFN-y e
TNF-a. Apesar de terem sido seguidas técnicas padronizadas  nos

laboratorios do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
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Biociéncias da UNESP e as recomendac¢Bes do fabricante, a analise dos
resultados referentes a essas duas citocinas no soro dos pacientes com
paracoccidioidomicose e de individuos sadios faz considerar que os anticorpos
utilizados néo se encontravam em perfeito estado de conservacéo. Os referidos
resultados destoaram de resultados prévios recentemente encontrados nesses
mesmos laboratérios e de resultados da literatura. A falta de amostras
adicionais de soro impossibilitou a repeticdo dos ensaios para averiguacdo dos
resultados e checagem da sensibilidade e especificidade do método.

Os portadores da forma cronica multifocal da paracoccidioidomicose
apresentaram niveis séricos de IL-2 significativamente reduzidos, e de TGF-1
significativamente elevados em relacdo aos dos individuos sadios. As
concentragbes séricas de IL-10 e IL-4 foram semelhantes em individuos
doentes e controles sadios, ndo sendo observada nenhuma diferenca

estatisticamente significativa.
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Tabela 13: Medianas das dosagens obtidas por ELISA de IL-2, IL-4, IL-10 e

TGF-B1 no soro de portadores

Pbmicose e de individuos sadios.

da forma crénica multifocal da

Citocinas Pacientes com Pb Individuos sadios
(pg / ml)
IL-2 9,72* 34,20
(0—-413,0) (0-2022,1)
IL-4 105,4 119,3
(77,4 — 457,1) (71,80 — 1707,9)
IL-10 0 0
(0-4,4) (0-4,0)
TGF-B 5447 ,9* 4481.,6

(3706,9 — 8590,4)

(2602,1 — 7717,5)

() Valores minimo e maximo.
*p < 0,05 ( Teste U de Mann Whitney)
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Figura 16: Valores de IL-2 e suas respectivas medianas (indicadas pelas
barras) obtidos por ELISA no soro de portadores da forma cronica

multifocal da Pbmicose e de individuos sadios. * p < 0,05.
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Figura 17: Valores de IL-4 e suas respectivas medianas (indicadas pelas
barras) obtidos por ELISA no soro de portadores da forma crénica

multifocal da Pbmicose e de individuos sadios.
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Figura 18: Valores de TGF-B1 e suas respectivas medianas (indicadas pelas
barras) obtidos por ELISA no soro de portadores da forma cronica

multifocal da Pbmicose e de individuos sadios. * p < 0,05.

78



4.6.

Resultados

Correlagdo entre gravidade clinica, niveis séricos das diversas
citocinas, sua presenca nos granulomas, imunidade humoral e
celular, populagdes celulares e niumero de fungos presentes nas

lesdes granulomatosas

Utilizando o teste de correlacdo dos postos Spearman para analise dos

diversos parametros abordados neste estudo, observamos:

Correlacdo negativa entre gravidade clinica e a resposta ao teste
cutaneo da paracoccidioidina (r = - 0,4700; p = 0,032).

Correlacado positiva entre gravidade clinica e niveis séricos de anticorpos
especificos anti-Pb (r = 0,9061; p < 0,001).

Correlacdo negativa entre a resposta ao teste cutaneo da
paracoccidioidina e niveis séricos de anticorpos especificos anti-Pb
(r=-0,5895; p = 0,030).

Correlacdo positiva entre a quantidade de fungos nas lesdes e 0s niveis
séricos de anticorpos especificos (r = 0,5967; p = 0,019).

Correlacdo positiva entre os niveis séricos de IL-4 e IL-10 ( r = 0,4674;
p = 0,047).

Correlagéo positiva entre os niveis séricos de IL-2 e a presenca de IFN-y
nas lesdes teciduais (r = 0,6000; p = 0,032).

Correlacdo positiva entre a presenca de IL-4 e a de IL-10 nas lesbes

teciduais (r=0,5114; p =0,015).
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Correlacdo positiva entre a quantidade neutrofilos e a de fungos nas
lesBes teciduais (r = 4279; p = 0,047).

Correlacdo positiva entre a quantidade de linfécitos B CD20+ e a
presenca de IL-10 nas lesdes teciduais (r = 0,5738; p = 0,004).
Correlacdo negativa entre os niveis séricos de IL-10 e o numero de
células NK nas lesdes teciduais ( r = - 0,4885; p = 0,047).

Correlacdo positiva entre o numero de linfécitos T CD3+ e a expressao
tecidual de IL-4 e IL-10 (r = 0,4494; p = 0,031 e r = 0,5021; p = 0,015,
respectivamente).

Correlacdo positiva entre o numero de linfécitos T CD8+ e a expressao
tecidual de IL-10 (r = 0,7035; p = 0,004).

Correlacao positiva entre o numero de células NK e a expressao tecidual
de IL-4 e IL-10 (r = 0,5852; p = 0,003 e r = 0,5628; p = 0,005,
respectivamente).

Auséncia de correlacdo entre gravidade clinica e citocinas no soro ou
nas lesdes.

Auséncia de correlacdo entre os niveis séricos de anticorpos e citocinas
no soro ou nas lesdes.

Auséncia de correlacdo entre a resposta ao teste cutdneo da
paracoccidioidina e citocinas no soro ou nas lesdes.

Auséncia de correlacdo entre o numero de fungos nas lesbes e a

gravidade clinica ou a resposta ao teste cutéaneo da paracoccidioidina.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho estudamos em pacientes portadores da forma
crbnica pulmonar multifocal da Pbmicose, na fase pré-tratamento, as
caracteristicas da resposta granulomatosa em lesdes de pele e mucosa,
considerando suas populacdes celulares e a presenca in situ de citocinas de
padrdao Th1 e Th2. Estes achados foram correlacionados com a gravidade
clinica, niveis de competéncia imunoldgica humoral e celular e niveis séricos
dessas mesmas citocinas.

Na sua forma crbnica, a paracoccidioidomicose € doenga que evolui
lentamente, envolvendo numero menor de sistemas orgéanicos e afetando com
maior frequéncia adultos do sexo masculino (FRANCO et al.,, 1987). De
maneira geral isto foi observado em nossa casuistica. Constatamos predominio
do sexo masculino (92,6%), idades variando entre 22 e 68 anos, com idade
média em torno de 48 anos.

Todos o0s pacientes apresentavam comprometimento pulmonar
justificando o pulmdo como porta de entrada para o fungo (WANKE &
LONDERO, 1994). Comprometimento do tegumento cutaneo-mucoso também
foi observado em todos os pacientes, com lesdes envolvendo ora, apenas
mucosa ou pele ora, os dois sitios simultaneamente. Envolvimento ganglionar
e hepato-esplénico foi observado com frequéncia muito baixa. Esses dados séo
semelhantes aos relatos da literatura (DEL NEGRO, 1961; BRASS, 1969;

FRANCO & MONTENEGRO, 1982).
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As lesbes de pele e mucosa estavam situadas nas localizagdes
comumente descritas (MOTTA & PUPPO, 1936; PUPO, 1965). Em algumas
dessas lesdes constatamos a presencga de vasculite sugerindo disseminagao

hematogénica da infecgao.

5.1. HISTOPATOLOGIA

O estudo histopatolégico das lesbes do tegumento cutdneo-mucoso
demonstrou as alteragdes histopatoldgicas classicas ja descritas por varios
autores (BRITO et al., 1973; FRANCO & MONTENEGRO, 1982; URIBE et al.,
1987). Em termos morfoldgicos, as lesdes de pele e mucosa eram semelhantes
e caracterizadas pela presenca na derme/cério de inflamagdo crénica
granulomatosa associada a inflamacao inespecifica caracterizada por infiltrado
difuso de linfocitos, plasmacitos, histiocitos, eosindfilos e neutroéfilos. A resposta
granulomatosa apesar de se manifestar, algumas vezes, pela presenca de
granulomas compactos e bem delimitados, freqientemente exibia, em
associagao, granulomas desorganizados, frouxos, mal definidos. Esse aspecto
foi explicado por FRANCO & MONTENEGRO (1982) como possivelmente
decorrente da textura frouxa da derme/cério. Em virtude desta caracteristica
morfoldgica, n&o foi possivel observar, como ja descrito na Pbmicose (MOTA et
al., 1985), correlacdo entre morfologia do granuloma (se compacto e bem
constituido ou frouxo e desorganizado) e aspectos da resposta imune-celular

do paciente.

82



Discussao

No epitélio estratificado chamaram a atengdo a queratinizagao,
hiperplasia epitelial, espongiose, presenca de fungos e de células inflamatérias
com formacgao de microabscessos e de alguns granulomas. Cremos que essas
alteragdes sejam decorrentes da presenga do fungo com possivel contribuicdo
de citocinas e outros mediadores. Queratinécitos tornam-se ativados em
resposta a injuria epidérmica, e assim, produzem e respondem a fatores de
crescimento e citocinas (apud JIANG et al.,, 1993). O fator de crescimento
epidérmico (EGF), o fator transformador do crescimento a (TGF-a) e o fator de
crescimento epidérmico ligante de heparina (HB-EGF) atuam sobre
queratinécitos induzindo proliferacdo e conferindo-lhes a capacidade de
migragéo. Essa resposta € induzida ndo apenas durante a morfogénese normal
das estruturas epiteliais, mas também sob condi¢des patoldgicas, sendo que os
trés fatores sao liberados em abundancia apés injuria (apud JIANG et al., 1993;
MARTIN, 1997). E possivel que esses fatores estejam envolvidos na
hiperplasia epitelial, que foi encontrada com tanta frequéncia nas lesbes
cutaneo-mucosas. Constatamos também em nosso estudo, marcagéo positiva
para TNF-a, IL-10 e TGF-B nas células epiteliais levando a suposi¢céo de que
estas citocinas estejam de alguma forma envolvidas nessas alteragdes. TNF-a
por exemplo, em culturas de queratindcitos, induz diminuicdo da proliferagao,
aumento da diferenciagdo, mas também incremento na produgdo de TGF-a
(apud VASSALLI, 1992). TGF-B parece estimular a expressdo de algumas
subunidades de integrina facilitando a migracdo de queratinécitos (apud

MARTIN, 1997). Talvez, o balango entre agbdes pré e antiproliferativas possa
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contribuir para a espessura epitelial nas lesbes pbmicoéticas. De qualquer
forma, sdo necessarias mais investigagdes para obtencado de informacdes

seguras sobre o assunto.

5.2. Fenotipagem e quantificacdo das popula¢cdes celulares nas lesdes

granulomatosas

Em relagcdo aos componentes celulares do granuloma
paracoccidioidico, analisamos o0 numero e o padrdo de distribuicao de
neutrofilos, eosinofilos, células gigantes, plasmdcitos, linfécitos T CD3* e CD8”,
linfécitos B e células NK, estes trés ultimos caracterizados pela imuno-
histoquimica. Neutréfilos foram elementos quase constantes da composi¢cao
celular dos granulomas, sendo inferior em numero apenas aos linfécitos T
CD3". Muitas vezes, se mostravam em intima associa¢éo com as leveduras do
Pb e, em algumas areas, eram bastante numerosos. As lesdes cutaneo-
mucosas, como salientaram FRANCO & MONTENEGRO (1982), se
comunicam com a superficie, resultando em infeccdo bacteriana secundaria.
Realmente, observamos, em alguns casos, col6nias bacterianas sobre o
epitélio superficial. E possivel, portanto, que infeccdo bacteriana secundaria
também tenha contribuido para o numero de neutrdéfilos nas lesdes.

Experimentalmente, verificou-se na Pbmicose que o afluxo e acumulo
local de neutréfilos € uma das respostas iniciais do organismo a presenga do

fungo (JABUKI & MONTENEGRO, 1979; DEFAVERI et al., 1982). Os
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mecanismos responsaveis por esse recrutamento ainda n&o estao
completamente elucidados, mas componentes do fungo provavelmente estédo
envolvidos. SILVA et al. (1994) investigando o papel dos carboidratos da
parede celular do Pb no recrutamento de leucdcitos, demonstraram que beta-
glucana da fracdo F1 tem a capacidade de atrair neutréfilos e também
macrofagos. Esse dado é compativel com os nossos achados de correlagao
positiva entre o numero de fungos e o de neutréfilos presentes nas lesdes
teciduais. CALICH et al. (1985b) descreveram que a inoculagao de leveduras
do Pb na cavidade peritoneal de camundongos, induzia rica exsudacédo de
neutrofilos (40-50% das células do exsudato). Deplegao prévia de serotonina,
prostaglandina, histamina e complemento n&do alteravam o curso da
inflamagédo. Quando macréfagos peritoneais eram incubados com o fungo,
liberavam fator soluvel que induzia quimiotaxia de neutréfilos in vivo. Esse
fator foi caracterizado como de natureza protéica e com peso molecular abaixo
de 15 KDa. Considerando que a fragao F1 da parede celular do Pb induz in
vitro secreg¢ao de TNF por macrofagos (FIGUEIREDO et al., 1993), podemos
supor que o TNF-a é forte candidato para a lista dos possiveis mediadores
envolvidos na migracdo de neutrofilos para o sitio inflamatério na Pbmicose.
Caracteristicas do TNF-a, que o recomendam para essa fungdo, séo a
capacidade de induzir expressao de ELAM-1 (poderoso indutor da marginagao
de neutrdfilos) na superficie de células endoteliais, da proteina inflamatéria de
macrofagos 2 (MIP-2) e do fator quimiotatico para neutréfilos induzido por

citocina (KC), duas quimiocinas C-X-C envolvidas nos processos de rolagem,
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adesao ao endotélio e migracao de neutrdfilos (LO et al., 1989; ZHANG et al.,
2001). Reforgando esta suposicao, estdo os achados de PINTO et al. (1997)
em relagdo a acao da talidomida (um inibidor da sintese de TNF-a) sobre o
influxo inflamatério pulmonar em camundongos infectados pela via intratraqueal
com conidios do Pb. Verificaram que, 72 horas apds a infeccdo, os animais
tratados com talidomida, apresentaram substancial redugdo dos niveis de
TNF-a e do influxo inflamatério no lavado bronco-alveolar, sugerindo que a
migracao de neutrdfilos é influenciada pela producao local de TNF-a.

O neutréfilo é célula efetora da imunidade inata que desempenha
importante papel na fagocitose e destruigho de microorganismos,
principalmente bactérias. Produz intermediarios reativos do oxigénio
importantes para sua acdo microbicida e também, como foi recentemente
demonstrado, oxido nitrico (NO) (apud DEL FABRO et al., 2000). Esse fagdcito
e suas propriedades fungicidas parecem ser essenciais na prevengao da
infeccdo por fungos oportunistas (LEHRER, 1972). No entanto, estudo
comparativo in vitro sobre a susceptibilidade a destruicao por neutréfilos de
espécies fungicas oportunistas e patogénicas, entre elas o Pb, demonstrou que
espécies patogénicas eram resistentes a digestdo por neutréfilos, ao contrario
das oportunistas (SCHAFFNER et al., 1986). Neutrofilos do sangue periférico
de individuos portadores de Pbmicose parecem apresentar deficiéncia na
capacidade digestiva das leveduras do Pb (GOIHMAN-YAHR et al., 1980).
Estudos em camundongos, normais ou imunizados com antigenos do fungo,

mostraram que apenas o0s neutrofilos dos camundongos sensibilizados
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apresentaram a capacidade de destruir o fungo, sugerindo que a imunizagao
resulta em ativacado de neutréfilos para destruicao significativa desse patdogeno
(MCEWN et al., 1987). Recentemente, KURITA et al. (1999 a, 1999 b e 2000)
estudaram in vitro a capacidade fungicida de neutréfilos murinos e humanos
contra o Pb. Suas observacbes demonstraram que esta é variavel na
dependéncia do isolado fungico, requer contato entre neutrdéfilo e fungo e é
intensificada por INF-y e pelo fator estimulador de colénias de macréfagos e
granulécitos (GM-CSF), mas nao por TNF ou IL-8. A combinagdo de INF-y com
GM-CSF ou IL-1B exerceu efeito sinérgico na intensificagcdo dessa resposta.
Sugeriram entdo, que a participagcado de neutrdfilos ativados ou nao por IFN-y,
GM-CSF e/ou IL-1B pode ser importante para a defesa do hospedeiro nas
fases iniciais da infecgédo, seja pela atividade antifungica aumentada ou por
prover tempo para o desenvolvimento de respostas mais eficientes.

Devemos também considerar que neutréfilos parecem participar no
desenvolvimento da resposta imune adaptativa. Foi demonstrado que
defensinas e outros peptideos presentes nos seus granulos atraem mondcitos,
células dendriticas e linfécitos T. A liberacdo desses peptideos poderia
funcionar como elo de ligagdo entre a imunidade inata e a adaptativa
(YAMASHIRO et al.,, 2001). Além disso, neutrofilos sdo fonte de varias
quimiocinas, fatores de crescimento e das citocinas TNF-a, IL-1 e IL-8, cuja
producdo € modulada por INF-y, IL-10, IL-4 e IL-13 (apud WITKO-SARSAT et
al., 2000). Assim, neutrofilos nas lesdes teciduais da Pbmicose, poderiam

participar dos processos de fagocitose e destruicdo do fungo, da indugéo de
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resposta imune Th1 ou Th2, da formacgado do granuloma, terem suas fungdes
moduladas tanto por células Th1 como Th2 e também contribuirem para a
destruicao tecidual.

Outra célula frequentemente presente na inflamagao granulomatosa
pbmicotica sdo os eosindfilos. Em nosso material foram observados
praticamente em todos os casos, porém em numero pouco expressivo (0,5%
do total de células). Eram encontrados no infiltrado em torno dos granulomas
ou algumas vezes, permeando-os. Os eosindfilos estdo presentes no sitio
inflamatério de numerosos processos infecciosos, particularmente nas
infeccoes por helmintos e também fungicas (FINKELMAN et al.,, 1997;
ANDERSON et al., 1985; ECHOLS et al., 1982; DE CAMPOS et al., 1992).
Acredita-se que, nas infestagcdes por helmintos, contribuam para a destruigao
extracelular do parasita mediada por anticorpos ou complemento (DAVID et al.,
1980; ANWAR et al., 1979). Nas infecgdes fungicas, particularmente na
Pbmicose, sua fungdo ainda é desconhecida. WAGNER et al. (1998)
detectaram, na Pbmicose, a proteina basica principal (MBP) dos granulos de
eosinodfilos no intersticio das lesbes micdticas, documentando assim, que
eosindfilos liberam seus grénulos no micro-ambiente inflamatdério. Sugeriram
entdo, que eosindfilos através de produtos toxicos como a MBP, participariam
na fisiopatologia da Pbmicose. Questiona-se, também, se a eosinofilia
transitoria, observada em alguns pacientes portadores da forma aguda ou

cronica da doencga (SHIKANAI-YASUDA et al., 1986 e 1992), teria o mesmo
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significado clinico de indicador de mau prognéstico como observado na
coccidioidomicose (SCHERMOLY & HINTHORN, 1988).

O eosindfilo apresenta varias habilidades: capacidade de apresentacao
de antigenos (MAWHORTER et al.,, 1994); capacidade de destruicéo
extracelular de parasitas (ANWAR et al.,, 1979; SHAW et al., 1985); de
fagocitose de complexos imunes antigeno-anticorpo (LITT, 1964); de fagocitose
in vitro de varios microorganismos incluindo Candida albicans (ISHIKAWA et
al., 1972), Cryptococcus neoformans (FELDMESSER & CASADEVALL, 1997)
e micobactérias (CASTRO et al., 1991). Além disso, participa no processo de
remodelacao tecidual (TODD et al., 1991); produz uma grande variedade de
citocinas: IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, TGF-o/p, GM-CSF, TNF-a e
IFN-y, podendo influenciar, entre outros processos, a proliferagao e fungao de
linfécitos (apud ROTHENBERG et al., 2001) e induzir dano tecidual e disfungao
pela liberacdo de mediadores lipidicos (fator ativador de plaquetas — PAF e
leucotrieno C4), proteinas toxicas dos granulos como MBP, proteina catidnica,
peroxidase e neurotoxina (ROTHENBERG, 1998).

Linfécitos Th2 e seus produtos, principalmente IL-5, mas também IL-4 e
IL-13, regulam o desenvolvimento de eosinofilia e infiltragdo pulmonar por
eosindfilos apos desafio com alérgeno. IL-5, produzida por linfécitos T ativados,
induz proliferacao e diferenciacdo de precursores na medula 6ssea e promove
a sobrevida, ativagao e quimiotaxia destas células (apud ROTHENBERG et al.,

2001). Na criptococose experimental murina, ha relatos de que o recrutamento
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de eosinodflilos é dependente da presenca de linfocitos T CD4" (HUFFNAGLE et
al., 1994).

Tomando esses dados em conjunto, podemos inferir que, na Pbmicose,
a presenca de eosindfilos nas lesbes granulomatosas € concomitante a de
células Th2 ativadas e que o eosinofilo poderia exercer fungdes efetoras
importantes ndo somente na protecdo contra o fungo, mas também
contribuindo para ou limitando o dano tecidual, cuja comprovagdo requer
estudos adicionais. Nao observamos correlagdo entre o numero de eosindfilos
e qualquer dos outros parametros analisados.

Células gigantes multinucleadas (CGM) do tipo Langhans ou corpo
estranho foram vistas em todas as biopsias, ou fazendo parte do agregado
central, que juntamente com as células epitelidides, constituia o granuloma, ou
dispersas de forma desorganizada pelo infiltrado de linfécitos, plasmdcitos,
eosinofilos, histiécitos e neutrdéfilos. Frequentemente, no seu citoplasma, eram
encontrados fungos, restos do fungo ou outros leucécitos, principalmente,
neutréfilos. Tém origem a partir da fusdo de mondcitos ou macréfagos (MOST
et al.,, 1997), ndo sendo ainda bem conhecidos 0os mecanismos responsaveis
por esse processo. Em culturas de mondcitos de longa duragéo, pode haver
aparecimento espontaneo, em graus variaveis, de CGM (DOUGHERTY &
MCBRIDE, 1989). Pode haver varias maneiras de induzir sua formagéo in vitro:
uso de anticorpos ou de acetato miristato de phorbol (PMA) isolada ou
associadamente (PTAK et al., 1970; CHAMBERS, 1978; HASSAN et al., 1989);

de meios condicionados (KREIPE et al., 1988; POSLETHWAITE et al. 1982) ou
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de citocinas como IFN-y, IL-3, IL-4 e GM-CSF (ABE et al., 1991; ENELOW et
al., 1992a; FAIS et al., 1994; KAZAZI et al., 1994) e de lectinas isoladamente
ou em combinagdo com IFN-y (CHAMBERS, 1978; TAKASHIMA et al., 1993).
Experimentos in vivo fornecem fortes evidéncias de que IFN-y é fator
importante na geracédo de GCM (BELOSEVIC et al.,, 1989; CHENSUE et al.,
1992). Existem controvérsias quanto a sua fungdo. MARIANO & SPECTOR
(1976) sugeriram que séo constituintes do granuloma praticamente sem
nenhuma utilidade. HILL (1992) estudando a participagéo delas na criptococose
experimental murina, considerou-as de vital importancia para a sequestragcao e
contengdo da disseminagdo do C. neoformans. ENELOW et al. (1992b)
acreditam que a formacdo das CGM é adaptacdo que intensifica a atividade
fagocitica capacitando para degradacéo e eliminagdo de agentes resistentes a
destruicdo por macrofagos. A presenca frequente de leveduras do Pb, muitas
vezes parcial ou quase completamente destruidas, no interior de células
gigantes, sugere que elas sejam importantes efetores na sequestragéo e
destruigdo do fungo.

Estudos in vitro e in vivo, demonstraram que CGM produzem diversas
citocinas como IL-1a e B, TNF-a, IL-6 e TGF-f e devem ser, portanto,
elementos celulares ativamente envolvidos na formagao e renovagao (turnover)
do granuloma, na destruicdo do agente infeccioso e na indugéo do processo de
fibrose ou cicatrizagdo (SEITZER et al.,, 1997; HERNANDEZ-PANDO et al.,

2000). Células gigantes nas lesbes granulomatosas da Pbmicose
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apresentaram imunomarcacgao para TNF-a, IL-10 e TGF-B sugerindo que essas
células podem ser fontes dessas citocinas.

A presenca de linfocitos B e plasmdcitos foi detectada em todas as
lesdes, fazendo parte do halo peri-granuloma e/ou do infiltrado difuso da
derme/cério. O papel dessas células na resisténcia aos patdgenos fungicos
ainda né&o esta esclarecido. Relatos da literatura ora, sugerem sua participagéo
ora, negam. Assim, existem observagdes de que camundongos CBA/N com
linfécitos B defeituosos (baixa produgdo de imunoglobulina M [IgM] e 1gG)
montaram respostas a C. albicans comparaveis as de camundongos
imunocompetentes CBA/J (CARROW et al., 1984). Outro estudo, no entanto,
descreve que camundongos com depressao de linfocitos B apresentaram maior
numero de CFU nos tecidos apds infeccao cutdnea em comparagao com 0s
controles, sugerindo a participagdo de linfécitos B na imunidade protetora
contra a C. albicans (MOSER & DOMER, 1980). AGUIRRE & JOHNSON
(1997) estudaram o papel de linfocitos B na imunidade contra o C. neoformans,
e na opiniao deles, linfocitos B poderiam ser importantes na defesa do
hospedeiro contra este fungo quando a imunidade mediada por células esta
prejudicada.

Em lesbes de pacientes portadores de Pbmicose foram detectados
plasmacitos IgG, IgM e IgA. Plasmdécitos IgG eram numericamente superiores e
plasmdcitos IgA foram mais encontrados nas lesdes de tegumento (MOTA et
al., 1979). Nas lesbes teciduais da Pbmicose murina, MOSCARDI-BACHI

(1988) nao detectou plasmécitos IgM e observou que plasmocitos 1gG
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aumentaram significativamente com a evolugdo da infecgdo. A presenga de
plasmdcitos e linfécitos B em lesbes de varias doengas granulomatosas,
inclusive na Pbmicose, sugere a sua participagdo nos mecanismos de defesa
do hospedeiro. Um provavel mecanismo seria a secregao local de
imunoglobulinas especificas, que atuariam bloqueando a difusdo dos antigenos
do fungo (BIAGIONI et al., 1987). Evidenciamos correlagdo entre o numero de
linfécitos B e a expressao in situ de IL-10, que pode ser coerente com o0s
achados de ROUSSET et al. (1992) de que IL-10 induz proliferacédo de
linfécitos B e secrecao de grandes quantidades de IgG, IgA e IgM por essas
células, quando ativadas. O que faz supor que essa citocina desempenhe
importante papel na amplificacdo das respostas humorais.

Linfécitos T foram as células predominantes em praticamente todas as
lesdes granulomatosas, sugerindo que sejam importantes neste tipo de
resposta. A principal célula efetora na defesa contra o Pb parece ser o fagécito
mononuclear (BRUMMER et al., 1990; KASHINO et al., 1995). Algumas das
suas fungdes efetoras, além de fagocitose, incluem produgao de intermediarios
reativos do oxigénio (ROI) e do nitrogénio (RNI) e limitagdo da disponibilidade
de ferro intracitoplasmatico. Em geral, esses mecanismos sé sao induzidos ou
realizados com eficiéncia apds ativagdo apropriada. Fagocitos mononucleares
e suas células derivadas sdo também os elementos essenciais da resposta
granulomatosa. Na pbmicose, linfocitos T sensibilizados estdo profundamente
envolvidos tanto na ativagado dos fagécitos mononucleares para destruicao do

Pb como na formagdo e modulagdo das lesbes granulomatosas (BRITO &
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FRANCO, 1994; DEFAVERI et al. 1984). A importancia dos linfocitos T na
defesa contra o Pb foi demonstrada na infecgao experimental de camundongos
atimicos, onde foi possivel constatar o papel dessas células no controle da
disseminacdo do fungo e na prevengdao da morte precoce dos animais
(BURGER et al., 1996). A correlagcao positiva entre o numero de linfécitos T
CD3" e a expressado de IL-10 e de IL-4 nas lesdes teciduais sugere que estas
células possam estar contribuindo para a produc¢do das duas citocinas e que,
portanto, células Th2 ou ThO ativadas estejam presentes nas lesdes
pbmicdticas.

A avaliagao da contribuigao relativa das sub-populagdes de linfécitos T
na resisténcia contra patdégenos tem demonstrado algumas diferencas na
dependéncia do microorganismo envolvido. Na tuberculose, linfocitos T CD4"
parecem exercer papel dominante com alguma contribuicdo de linfécitos T
CD8" (PEDRAZZINI et al., 1987; ORME et al., 1992). Ao contrério, na listeriose
linfécitos T CD8" sdo mais importantes com um papel menor dos linfécitos T
CD4" (MIELKE et al., 1989). Essas diferencas parecem se relacionar,
basicamente, com o reconhecimento diferencial da célula alvo: o bacilo da
tuberculose parasita apenas fagécitos mononucleares positivos para o MHC de
classe Il e sdo altamente resistentes a destruicdo intracelular, assim protecao
depende principalmente de linfocitos T CD4"; por outro lado, L. monocytogenes
€ rapidamente destruida por fagécitos profissionais, mas também parasita
fagécitos nao profissionais negativos para o MHC de classe Il, o que torna a

protecdo dependente de linfocitos T CD8*. Como a tuberculose apresenta
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evolucgao cronica isso indica que a proporgao de linfocitos T CD4 > CD8 é sub-
6tima e uma forte participacdo de linfécitos T CD8" poderia ser benéfica
(KAUFMANN, 1993). Acreditamos, que na Pbmicose, se verifique situacao
similar a tuberculose. O trabalho de MOSCARDI-BACHI et al., (1988)
caracterizando as sub-populagdes linfocitarias nas lesbes teciduais da
Pbmicose humana, evidenciou predominancia de linfocitos T CD4* com poucos
linfocitos T CD8*. Em nosso estudo, em que caracterizamos a populagéo T
CD8", observamos que sua participacdo nas lesdes granulomatosa foi
razoavelmente expressiva, representando 15,8% a 66,7% da populagdo de
linfécitos T totais, com uma média geral de 33,2%. Verificamos forte correlagao
positiva entre a expresséo de IL-10 e o numero de linfocitos T CD8", que pode
ser explicada pelo efeito quimiotatico da IL-10 sobre linfocitos T CD8" do
sangue periférico (apud MOORE et al., 1993) e também que essas células
possam estar contribuindo para a producao local da citocina.

Linfécitos T CD8+ desempenham papel na redug¢ao do crescimento de
varios patoégenos intracelulares como Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii,
Listeria monocytogenes e Micobacterium tuberculosis. Na infecgao
experimental murina pelo T. cruzi, linfocitos T CD8" parecem ser criticos para
iniciacdo das respostas inflamatodrias locais que levardo a eliminacdo do
parasita (apud MILON & LOUIS, 1993). Na Pbmicose experimental murina de
animais susceptiveis e resistentes, a deplecéo in vivo de linfécitos T CD8" ndo
alterou a organizagao das lesdes granulomatosas ou a produgao de anticorpos

especificos, mas aumentou a disseminagdo fungica para tecidos
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extrapulmonares embora sem alterar o numero de fungos no pulmao de
camundongos resistentes. Nos animais susceptiveis prejudicou o clareamento
do fungo no pulmdo e aumentou a disseminacdo do patégeno para baco e
figado. Assim, linfocitos T CD8" parecem contribuir para a destruicdo do Pb em
camundongos infectados, sendo que em animais susceptiveis a atividade
protetora pareceu mais proeminente (CANO et al., 2000). Em nosso estudo n&o
observamos correlagdo do numero de linfocitos T CD8" com o numero de
fungos nas lesdes, sugerindo que o papel dos linfocitos T CD8" nado seja téo
importante na forma crénica da doenga humana, talvez por contribuirem mais
nas fases iniciais da infec¢ao, ou porque o numero de casos analisados nao foi
suficiente para demonstrar diferengas estatisticamente significativas.

Estudos prévios da distribuicdo de linfocitos nas lesées granulomatosas
da Pbmicose concordam com os nossos achados (MOSCARDI-BACHI, 1988;
MOSCARDI-BACHI et al.,, 1989; DEFAVERI, 1999; CAMPANELLI, 1998):
linfécitos T distribuidos no halo periférico ao redor do agregado de células
epiteldides e células gigantes com permeagdo por poucos deles. A
subpopulagdo CD8" fazia parte do halo periférico, exceto nos granulomas mal
organizados, em que toda a populacdo T se distribuia difusamente entre os
fagécitos mononucleares. Segundo MODLIN et al. (1983 e 1985), nesse ultimo
padrdo ha perda da capacidade de regulacédo dos mecanismos responsaveis
pela contencéo do patdgeno.

Células NK foram detectadas nas lesbes em proporcdes inferiores as de

linfécitos T CD8™ mas superiores as de linfocitos B e plasmdcitos. Células NK
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sdo uma terceira populacao de linfocitos (grandes linfocitos granulares), sendo
definidas fenotipicamente pela auséncia de expressdao de CD3 e expressao
positiva de CD56. Participam da imunidade inata e parecem ser importantes
nos estagios iniciais da infecgao (SCOTT & TRINCHIERI, 1995). Sdo capazes
de determinar efeitos citotoxicos sobre células alvo e prover precocemente,
durante o curso da infeccdo, uma fonte de citocinas imunorreguladoras
podendo, portanto, contribuir para a regulacdo da imunidade adquirida
(NAGLER et al., 1990). Considerando a densidade de expressao superficial de
CD56, as células NK humanas podem ser subdivididas em dois subconjuntos:
CD56""" ¢ CD56%™ com distintas propriedades fenotipicas. Assim, CD56°""
apresentam acentuada resposta proliferativa a baixas doses de IL-2; séo
capazes, em seguida a ativagdo por mondcitos, de abundante produgao de
citocinas incluindo INF-y, TNF-B, IL-10, IL-13 e GM-CSF, mas possuem baixa
citotoxidade natural. J4 CD56°™ ndo apresentam in vitro quase nenhuma
resposta proliferativa a altas doses de IL-2, sdo naturalmente mais citotoxicas
com producdo desprezivel de citocinas quando estimuladas in vitro com
monocinas recombinantes (apud COOPER et al., 2001). Células NK expressam
receptores para varias monocinas incluindo IL-1, IL-10, IL-12, IL-15 e IL-18. A
combinacdo adequada de monocinas parece ser importante para induzir
células NK a produzir citocinas especificas. Dessa maneira, enquanto a
combinacdo de IL-12 e IL-18 estimula a producdo de IFN-y por parte das
células NK, IL-15 e IL-18 resultam na producdo de GM-CSF e, IL-12 e IL-15

induzem expressao de niveis mais altos de IL-10. Esses dados sugerem que as
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monocinas produzidas na fase inicial da infeccdo sao provavelmente
importantes na determinacao da resposta das células NK (apud COOPER et
al., 2001).

A produgdo de IFN-y por células NK parece ser importante para
eliminacao efetiva por mondcitos de parasitas intracelulares obrigatérios como
L. monocytogenes, T. gondii e L. major (BANCROFT et al.,, 1991; BIRON &
GAZZINELLI, 1995). Varios estudos demonstraram que células NK sé&o
importantes efetores na defesa contra fungos como C. neoformans e C.
albicans (apud LEVITZ et al., 1995; BISTONI et al., 1983). Em relagéo a
Pbmicose, JIMENEZ & MURPHY (1984) descreveram que células NK murinas
eram capazes de limitar o crescimento in vitro do Pb. PERACOLI et al. (1991)
estudaram o numero e atividade de células NK em pacientes portadores da
forma crénica e aguda da Pbmicose. Detectaram, nos dois grupos, numero
aumentado de células NK circulantes e diminuicdo da sua atividade citotoxica
em relagdo aos controles sadios. Também foi avaliada a atividade de células
NK durante o curso da infecgdo experimental Pbmicética em hamsters. Esses
animais mostraram atividade NK significativamente aumentada durante as
primeiras 4 semanas de infecgcdo, que diminuiu da 8% semana em diante. A
diminuicdo da atividade citotdéxica associou-se com a depressdo da imunidade
mediada por células e com a maior extensao das lesdes e mostrou correlagao
inversa com os niveis de anticorpos especificos. Os autores sugeriram que
apo6s a ativacdo inicial, as células NK foram incapazes de controlar a

disseminagao fungica e que a sua atividade diminuida nos estagios tardios da
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infeccdo, deveria estar relacionada aos disturbios imunorregulatérios
associados com a Pbmicose (PERACOLI et al., 1995). Em nosso estudo, a
correlagao negativa entre niveis séricos de IL-10 e numero de células NK nas
lesdes sugere que IL-10 possa ter efeito inibitério sobre a proliferacdo de
células NK ou de seus precursores na medula 6ssea. Observamos também
correlagao positiva entre a expressao de IL-10 e IL-4 e 0 numero de células NK
nas lesdes, sugerindo que estas células possam estar contribuindo para a
produgcdo local dessas citocinas. Nado houve, em nosso estudo, correlagao
entre gravidade clinica e numero de células NK nas lesdes, sugerindo que o

papel delas seja mais importante nas fases iniciais da infecgao.

5.3 Deteccao de citocinas nas lesdes granulomatosas

A imunomarcacéo para as citocinas IL-4, IFN-y, TNF-a, IL-10 e TGF-§ foi
realizada pelo método imuno-histoquimico em material fixado em formalina
10% e incluido em parafina. Consideramos vantajosa a realizagdo da técnica
em material incluido em parafina e ndo em material congelado, uma vez que
possibilita melhores detalhes morfolégicos e também seu emprego em material
de arquivo.

Com relagéo a expressao das citocinas INF-y e IL-4, nas lesbes de pele
€ mucosa, observamos perfis sugestivos de resposta ThO ou mistura Th1/Th2
em alguns casos, e Th2 predominante em outros. Assim, INF-y e IL-4 foram

detectados em pequenas células mononucleares presentes em pequeno
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namero e distribuidas no infiltrado em torno dos granulomas. Foram vistos
quatro padrbes de reatividade: IL-4 +/ INF-y +; IL-4+ / INF-y -; IL-4 -/ INF-y + €
IL-4 -/ INF-y -. O padrao IL-4 +/ INF-y + foi o mais frequente, e esteve presente
em 39,1% das bidpsias. Embora, a quantidade de células marcadas para IL-4
aparentasse ser maior que a de células marcadas para IFN-y ndo foram
observadas diferengas significativas estatisticamente.

INF-y é citocina produzida por linfocitos Th1 ativados, linfocitos T CD8"
ativados do fendtipo Tc1, células NK ativadas e macréfagos (MOSMANN &
COFFMAN, 1989; apud BOEHM et al.,, 1997 e WANG, et al., 1999). Tem a
capacidade de regular varios aspectos da resposta imune incluindo:
estimulacdo das propriedades microbicidas de fagdcitos; estimulagdo da
apresentacao de antigenos através de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe | e |Il; regulacdo da interagcao
leucdcitos/endotélio; etc. A resposta ao INF-y é regulada pela interagdo com
outras citocinas, entre elas IL-4 (apud BOEHM et al., 1997).

INF-y e IL-4 exercem varias agdes antagbnicas. Assim, IL-4 inibe acdes
efetoras do INF-y mediadas pela resposta Th1, como por exemplo, a ativagéo
de macroéfagos, a indugao da explosao respiratoria (LEHN et al.,, 1989) e da
sintase induzida de O6xido nitrico (INOS) (LIEW et al.,, 1991). Da mesma
maneira, INF-y inibe manifestagbes efetoras da modalidade Th2 como a
indugdo do receptor FCERIl ou do MHC de classe Il em linfécitos B em

repouso (ROUSSET et al. 1988).
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Varios experimentos in vitro demonstraram que macrofagos murinos
peritoneais e pulmonares e também mondcitos/macrofagos humanos, sao
permissivos ao crescimento intracelular do Pb, sendo ativados por INF-y para
destruicdo do fungo (MOSCARDI-BACHI et al., 1994; BRUMMER et al.
1988a,b e 1989). Confirmacdo in vivo desse dado foi verificada quando
camundongos congenitamente deficientes em INF-y foram infectados i.v. pelo
Pb 18. Foi observada 100% de mortalidade apds 16 dias de infecgéo devido a
disseminagao precoce do fungo para figado, baco e pulmdes. Os animais além
de se mostrarem incapazes de controlar a infecgdo, apresentaram também
intensa reacao inflamatdéria com formagao de granulomas incipientes contendo
numerosas leveduras fungicas (SOUTO et al., 2000). Esses achados sugerem
também uma possivel participagao do IFN-y na formagao dos granulomas.

CANO et al. (1998) utilizando modelo murino de pbmicose pulmonar,
induzida por via intratraqueal, em animais resistentes e susceptiveis,
estudaram o perfil de citocinas produzidas no sitio da infeccdo. Nao
observaram um padrao de resposta polarizado Th1 ou Th2, mas em vez disso
uma mistura de citocinas, com niveis mais altos de INF-y, IL-4, IL-5 e IL-10 nos
pulmbes dos animais susceptiveis. Inferiram entdo, que em camundongos
resistentes, os baixos niveis de citocinas de tipo 2, no sitio da infecgao,
resultaram em efeito prevalente do INF-y . J& nos animais susceptiveis, apesar
dos altos niveis de INF-y, os niveis também altos de citocinas do tipo 2 foram

suficientes para modular negativamente a ativacdo de macrofagos e respostas
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de hipersensibilidade tardia (DTH), resultando em disseminagao do fungo para
sitios extrapulmonares.

Nossos achados também mostraram essa mistura de citocinas de tipo 1
e 2 e, corresponderam, em muitos aspectos, aos observados por DEFAVERI
(1999) e CAMPANELLI (1998) na pbmicose pulmonar experimental murina,
também utilizando o método imuno-histoquimico. CAMPANELLI descreveu a
expressao de INF-y durante todo o curso da infecgdo experimental sendo maior
nas fases iniciais. Sugeriu entdo, que a producdo de INF-y resultaria em
ativacdo de macrofagos contribuindo para a eliminacdo do fungo, o que foi
corroborado pela demonstragdo de que, no periodo em que maior numero de
células expressavam a citocina houve também reducdo na recuperacédo de
colonias fungicas. Em relagcédo a IL-4, relatou expressao da citocina em niveis
basais do sétimo ao vigésimo primeiro dia com aumento significativo no
percentual de células positivas a partir dai, o que interpretou como indicagao de
padrao de resposta Th2 na fase tardia da infeccao.

DEFAVERI identificou células IL-4 positivas desde as fases iniciais da
infeccdo sugerindo que isto corroborava a importancia da resposta imune
humoral na cinética do granuloma, enquanto que células positivas para IFN-y
foram identificadas sempre em pequeno numero, na periferia das lesdes, a
partir da 42 semana de infecgao.

HOSTETLER et al. (1993) estudaram a presenca de IL-4 e IFN-y em
sobrenadantes de culturas de células de linfonodos (LNC) de camundongos

infectados com Pb em modelo de infecgdo progressiva e em modelo de
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infeccao nao progressiva. No modelo de infecgdo nao progressiva observaram
produgao de IL-4 e IFN-y associada com doenga em processo de lenta
resolugdo. No modelo de infec¢cdo progressiva, houve producdo de IL-4, mas
nao de IFN-y associada a niveis séricos elevados de IgE. Sugeriram entdo, que
a resposta do hospedeiro a infeccdo pode ser parcialmente mediada por
balanco das respostas Th1 e Th2, estando a progressdo associada com
predominancia da resposta Th2.

Nao observamos correlagdo entre a expressao de IL-4 e IFN-y nas
lesbes e a gravidade clinica do paciente. Esse achado foi similar ao observado
por FENHALLS et al. (2000) estudando a expressédo de RNAm de IL-4 e de
IFN- y em granulomas pulmonares de pacientes com tuberculose. Esses
autores sugerem que a presenca de IL-4 nas lesGes pode nao ser um indicador
de mau prognodstico, mas em vez disso, um achado integral da formagao do
granuloma tuberculoso, desempenhando papel no controle do dano tecidual.

TNF-a, IL-10 e TGF-p foram expressas por diferentes tipos celulares nas
lesbes cutdneo-mucosas da Pbmicose. Apenas estudos de biologia molecular
poderao confirmar quais tipos realmente produzem as citocinas e quais apenas
as endocitaram.

TNF-a foi expresso nos granulomas por células epitelidides e células
gigantes e também por células do epitélio superficial, células endoteliais,
macrofagos, pequenas células mononucleares e polimorfonucleares. IL-10 foi

expressa pelos mesmos tipos acima descritos com excecdo de células
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endoteliais e polimorfonucleares. E, TGF-p pelas mesmas células que
expressaram IL-10 acrescidas de fibroblastos e fibras musculares esqueléticas.

A presenca de TGF-j foi significativamente menor quando comparada a
de TNF-a e de IL-10. A expressao das duas ultimas nao apresentou diferencas
com significado estatistico.

Estudos in vitro demonstraram a produgédo de TNF-a por macréfagos de
hamsters e camundongos e monocitos humanos induzida pelo Pb, mais
precisamente, por constituintes da parede celular do fungo ricos em B-glucana
(apud PERACOLI, 2000; FIGUEIREDO, 1993). Em varias doengas
granulomatosas como tuberculose e esquistossomose, TNF-o € considerado
fundamental para a formacgdo, organizacdo e manutencdo da resposta
granulomatosa (BEAN et al., 1999; CHENSUE et al., 1995; LUKACKS et al.,
1994). Esse papel € consistente com as potentes atividades do TNF-a
relacionadas ao recrutamento de mondcitos, linfocitos e neutrofilos, através da
indugdo de moléculas de adesdo (POBER et al., 1986) e aumento da produc¢ao
de quimiocinas (KUNKEL, 1990). Essas quimiocinas atraem mondcitos para o
sitio infeccioso, estimulam seu desenvolvimento em macrofagos maduros, sua
diferenciagdo em células epitelidides e a formacéo de células gigantes (SUGA
et al., 1997). CALVI et al. (1996) demonstraram, em experimento in vitro, que
TNF-a contribui também para a maior atividade fungicida de mondcitos
humanos contra o Pb, atuando sinergicamente com IFN-y. SOUTO et al. (2000)
relataram que na Pbmicose experimental de camundongos apresentando

deficiéncia congénita do receptor de TNF-a p55 (p55K0), ndo houve formacgao
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de granulomas. Em vez disso, observou-se nos pulmdes dos animais,
infiltracdo mononuclear difusa com numerosas leveduras fungicas.
Demonstraram assim, que TNF-a, atuando através do receptor p55, é
importante para o controle da disseminagdo e crescimento do fungo e da
resposta inflamatéria.

PARISE-FORTES et al. (2000), em estudo da Pbmicose experimental do
hamster, reforcaram o papel do TNF-a na resisténcia contra o Pb, mas
chamaram também a atencgao para uma outra faceta da atuacao desta citocina.
Observaram que, os animais em estagio tardio da infecgdo, mostraram altos
niveis de TNF-a associados a diminui¢ao da atividade fungicida de macréfagos
e perda da vitalidade e morte. Dados obtidos da tuberculose experimental
murina sugerem que o efeito do TNF-a é influenciado pelas citocinas do meio.
Assim, presenca de TNF-a em um sitio de resposta Th1 é benéfica e aumenta
o controle da infeccdo. Entretanto, em sitio de resposta ThO ou Th2, TNF-a
provoca aumento significativo na patologia tecidual (HERNANDEZ-PANDO &
ROOK, 1994). Como demonstramos neste trabalho, ha expressao
concomitante de citocinas Th2 e de TNF-a nas lesdes paracoccidididicas,
assim eventos semelhantes aos acima descritos na tuberculose poderiam
também ter lugar na patogénese da Pbmicose. SHEA & ROOK (2001)
observaram que a apoptose de linfocitos T mediada pelo TNF-a € influenciada
positivamente pela expressao de IL-4. Lembrando que, a apoptose de linfocitos
T esta relacionada a defeitos na funcao efetora da imunidade mediada por

células em varias doencas infecciosas e que a depressao da imunidade
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mediada por células ¢é frequentemente observada durante o curso da
Pbmicose, ndo é impossivel que a apoptose de linfocitos T mediada pelo
TNF-a seja um dos mecanismo envolvidos nessas alteragbes. Ainda mais,
resultados de varios estudos sugerem que as consequéncias da expressao de
TNF-a, em diferentes modelos de doenca, depende de varios parametros,
incluindo o sitio de expressdao e a duragdo da exposi¢gao: aumento da
expressao de TNF em sitios locais de inflamacédo pode induzir efeitos muito
diferentes daqueles induzidos por exposi¢cao sistémica e os efeitos agudos do
TNF podem diferir daqueles derivados da exposi¢cao cronica. E, exposicao
crénica ao TNF-a suprime respostas in vitro e in vivo de linfécitos Th1 e Th2
pela atenuacgéo da sinalizagdo do receptor de linfocitos T e esse efeito se torna
mais pronunciado na doenga inflamatdria crénica (apud COPE et al., 1997).

Portanto, na Pbmicose, TNF-a parece estar envolvido ndo apenas na
protecao contra o fungo através da contribuicdo para a atividade fungicida de
fagdcitos mononucleares e iniciagao e manutencao da resposta granulomatosa,
mas também na sua imunopatogénese.

IL-10 e TGF-B sdo duas potentes citocinas imunorreguladoras, com
propriedades antiinflamatoérias e que nao podem ser estritamente classificadas
como citocinas especificas Th1 ou Th2, pois sdo produzidas por diversos tipos
celulares, e na maioria dos processos inflamatorios, células da linhagem
monocitica sdo as principais fontes de ambas (PRETOLANI, 1999; LETTERIO

& ROBERTS, 1998).
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Em humanos, IL-10 é produzida por linfocitos T CD4", clones ThO, Th1 e
Th2, linfocitos T CD8*, mondcitos/macrofagos, queratindcitos e linfécitos B
ativados. Suas propriedades antiinflamatérias sao devidas a sua capacidade de
suprimir a produgao de citocinas como IFN-y, TNF-a , IL-1, IL-3, IL-6, G-CSF,
GM-CSF e quimiocinas como IL-8 e a proteina inflamatéria de macrofagos o
(MIP-a1) (FIORENTINO et al.,, 1991; BOGDAN et al., 1991; MOORE et al.,
1993). Essas citocinas e quimiocinas sao muito importantes para a ativagao de
granulécitos, mondcitos/macrofagos, células NK, linfécitos T e B, bem como
para o0 seu recrutamento para o sitio inflamatério. Com relagdo aos
macrofagos, IL-10 apresenta uma vasta amplitude de efeitos sobre sua fungao:
regula a fungdo acessoria de macrofagos como APCs levando a supressao da
sintese de citocinas Th1, além de inibir a produ¢cdo de TNF-q, IL-1, IL-6 e de
intermediarios reativos do oxigénio e do nitrogénio. Disso resulta inibigdo de
todas as funcbes efetoras microbicidas conhecidas de macrofagos ativados
(apud GAZZINELI et al., 1992).

Na infecgdo micobacteriana, a producao de IL-10 é induzida juntamente
com a de TNF-a e IL-12. Utilizando camundongos deficientes em IL-10,
JACOBS et al. (2000) demonstraram que esses animais eliminavam o M. bovis
mais rapidamente que os controles selvagens, formavam granulomas
significativamente maiores contendo mais APCs e linfécitos T e maior
expressao de moléculas do MHC de classe Il e da molécula de adesao
intercelular-1  (ICAM-1). Além disso, os macréfagos dos granulomas

expressavam altos niveis de TNF-a, fosfatase acida e INOS e a resposta do
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teste cutdneo aos antigenos micobacterianos foi mais acentuada. Concluiram
entdo, que a imunidade mediada por células esta aumentada na auséncia de
IL-10, resultando em resposta granulomatosa mais robusta, que acelera o
clareamento da micobactéria e que, portanto, IL-10 enddgena atenua a
imunidade contra a micobactéria.

MONARI et al. (1997) observaram que IL-10 exdgena foi capaz de
regular negativamente a capacidade de apresentacdo de antigenos de
monocitos  parasitados pelo C. neoformans. Isso aconteceu como
consequéncia de reducado da expressdo de moléculas do MHC de classe Il e
refletiu numa proliferagao reduzida de linfocitos T antigenos especificos e numa
marcante inibicdo da producao de IL-2.

DINIZ et al. (2001) estudando modelo de formagao in vitro do granuloma
paracoccidioidico, descreveram que uma das fragcoées antigénicas do Pb levou a
diminuicao significativa da proliferagao celular e da formagéo do granuloma, ao
mesmo tempo em que induziu significativa elevagdo da produgédo de IL-10.
Sugeriram entdo, que IL-10 pode ser importante na regulacéo da formagao do
granuloma paracoccidididico in vitro.

Do exposto, IL- 10 parece atuar na forma crénica multifocal da Pbmicose
regulando a resposta inflamatéria tecidual ao Pb, principalmente através da
inibicdo das fungdes efetoras Th1. Dependendo do balango dessa acgao,
resultaria ou reducdo do dano tecidual ou aumento da susceptibilidade ao
patdogeno. IL-10 estimula a proliferacdo e diferenciagdo de linfocitos B

(ROUSSET et al., 1992), o que justifica nossa observacao de forte correlagao
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positiva entre a expressao de IL-10 nas lesdes granulomatosas e o numero de
linfécitos B e sugere que o micro-ambiente dessas lesdes favorece a resposta
imune humoral.

Observamos correlagao positiva entre a expressao intra-lesional de IL-10
e IL-4, sugerindo que a producgao dessas duas citocinas esteja relacionada.

A expressao de TGF-B na resposta granulomatosa ao Pb parecer ter
significado semelhante ao da IL-10: regular a resposta inflamatoria e imune ao
fungo. TGF-B € citocina pleiotropica, multifuncional, com ag¢des complexas
incluindo inibicdo e estimulagcdo dependendo, entre outros fatores, do seu
gradiente de concentragdao, do meio de citocinas e do estado de diferenciacéo
celular (McCARTNEY & WAHL, 1994; WAHL, 1994).

A isoforma TGF-$1 é a mais abundante nos sitios de inflamacao/injuria,
e € a principal isoforma secretada por mondcitos circulantes e macrofagos
teciduais (ASSOIAN et al., 1987). TGF- recém liberado é inativo devido a sua
associacao com o peptideo de laténcia associado (LAP) e a proteina ligante de
TGF-B latente (LTBP). Mecanismos de ativagao incluem baixo pH, ligagéo a
trombospondina e protedlise envolvendo a plasmina e a manose-6-fofatase
(M-6-P) (apud ASHCROFT, 1999). TGF-f pode modular a expressao de
moléculas de adeséao, prover gradiente quimiotatico para leucoécitos e outras
células participantes da resposta inflamatéria, e inibi-las uma vez que se
tornem ativadas (LETTERIO & ROBERTS, 1998). Pode determinar efeitos
supressores da imunidade mediada por células em varios niveis: inibicdo da

proliferagcdo e funcédo de linfécitos T (a inibicdo € mais consideravel sobre
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linfocitos CD4" em relagdo aos CD8") através, principalmente, da regulacdo
negativa dos sinais proliferativos mediados pela IL-2; regulacdo negativa da
expressao de HLA-DR nas APCs; reducao da producgao de IL-1 e TNF-a por
monacitos; inibicdo da expressdo de IFN-y pelos linfocitos T em resposta a
estimulo; etc (apud TOOSSI & ELLNER, 1998).

Em contraste com efeitos ativadores sobre mondcitos do sangue
periférico, TGF-p exerce agbes, geralmente, supressoras sobre os macréfagos
teciduais contribuindo para a resolugdo da resposta inflamatéria (LETTERIO &
ROBERTS, 1998). A desativagdo de macrofagos € tanto direta, pela inibigdo da
geragado de intermediarios reativos do oxigénio e nitrogénio, como indireta,
antagonizando os efeitos das citocinas ativadoras de macréfagos, IFN-y e
TNF-o (DING et al., 1990).

Em varias doengas infecciosas por patdégenos intracelulares, a produgao
excessiva de TGF-B durante o seu curso esta associada a susceptibilidade.
Assim estudos da infec¢do murina pelo T. cruzzi ou in vitro de macroéfagos,
mostraram produgdo de TGF-f na forma ativa, dentro de horas apés a
infecgdo, que inibia de maneira potente a destruicdo intracelular do parasita
mediada pelo IFN-y. A produgédo de TGF- ativo in vivo durante a infecgao de
animais susceptiveis explicou porque, apesar desses animais apresentarem
grande quantidade de IFN-y circulante, evoluiam de maneira fatal. A
observacdo de que camundongos geneticamente resistentes se tornavam

susceptiveis quando TGF-f exdgeno era administrado apos a infecgéo,
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reforgou a correlagédo entre aumento de TGF-f e susceptibilidade (apud REED,
1999).

Em relacdo a leishmaniose achados semelhantes foram relatados:
isolados mais virulentos do parasita induzem maior produgédo de TGF-f in vitro;
adicao de TGF-B exdégeno em culturas de macréfagos eliminou a habilidade
dessas ceélulas de destruirem L. major intracelular apos tratamento com IFN-y;
camundongos susceptiveis tratados com anticorpos monoclonais neutralizantes
anti-TGF-B, apos a infecgao, desenvolveram fendétipo resistente a doengca com
lesbes moderadas, tendendo a cura e baixos niveis de IL-4 (NELSON et al.,
1991; BARRAL-NETTO et al., 1992; LI et al., 1999).

MORAES et al. (1996) estudaram a producdo de TGF-B por células
peritoneais de camundongos susceptiveis e resistentes apds infecgao i. p. com
Pb 265 avirulento. Observaram que, TGF-B ativo foi produzido pelas duas
cepas de camundongos um dia apds a infecgdo, mas os animais susceptiveis
produziram niveis maiores que os resistentes. No comec¢o da infeccdo quase
todo o TGF-B produzido estava na forma ativa e, com o progredir desta, a
concentracdo relativa da citocina inativa aumentou, sugerindo que a sua
ativacao era altamente regulada.

Estudos adicionais mostraram que macrofagos peritoneais de
camundongos resistentes desafiados com antigenos do Pb produziram altos
niveis de TNF-a e pequena produgao de TGF-B, ao passo que macréfagos de
camundongos susceptiveis mostram um perfil oposto com altos niveis de

TGF-B e baixos de TNF-a (apud CALICH & KASHINO, 1998).
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Assim, acreditamos que a presencga de TGF-B nas lesdes da Pbmicose,
como ja foi mencionado, represente mecanismo regulador da resposta
inflamatdria ao fungo, podendo contribuir para menor dano tecidual ou, quando
produzido em excesso, para a susceptibilidade ao patdégeno. Nos nossos casos
observamos que, a expressdo de TNF-a nas lesbes, foi significativamente
maior que a de TGF-f, o que poderia representar um balango entre a agado das
duas citocinas favorecendo de certo modo as do TNF-a.

Um aspecto chama a atencdo na Pbmicose: o frequente
desenvolvimento de sequelas fibréticas, que quando acometem pulmao podem
até implicar em limitagdes da capacidade respiratoria dos pacientes (TUDER et
al., 1985; RESTREPO et al., 1992). Nas nossas bidpsias observamos presenca
de fibrose, em geral, discreta, excepcionalmente, mais importante em torno dos
granulomas. A génese desse processo ainda nao esta esclarecida, mas
existem evidéncias sugerindo que citocinas possam contribuir promovendo ou
inibindo a sintese de colageno. Baseados em dados da literatura acreditamos
que, das citocinas analisadas neste trabalho, TNF-a, TGF- e IFN-y possam
estar envolvidos no processo de fibrose das lesbes paracoccidididicas.

Assim, TNF-a € quimiotatico para fibroblastos e estimula o seu
crescimento (POSTELTHWAITE & SEYER, 1990; BEUTLER & CERAMI,
1988). Além disso, a expressdo exagerada da citocina em camundongos
transgénicos é caracterizada por fibrose pulmonar (MIYAZAKI et al., 1995) e
receptores soluveis de TNF-a reduzem a fibrose pulmonar em modelos

murinos (PIGUET & VESIN, 1994).
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TNF-o poderia atuar em sinergia com TGF-B, que estimula a produgéo
de varias proteinas da matriz extracelular, ao mesmo tempo, que inibe a
degradacéao delas. TGF-B ndo somente esta envolvido nos processos normais
de cicatrizacdo e remodelacao tecidual bem como contribui para a patogénese
da fibrose tecidual na maioria dos 6rgaos (apud BRANTON & KOPP, 1999).
FRANCO et al. (1998) estudando modelo experimental de Pbmicose murina
pela inoculagao intranasal de conidios do Pb, relataram associagao entre niveis
persistentemente elevados de TNF- o e TGF-§ com produg¢ao de granulomas e
desenvolvimento de fibrose. IFN-y inibe a sintese de colageno por fibroblastos
(ROSENBLOOM et al., 1984), sugerindo assim, que o balango dessas citocinas

poderia contribuir para a modulacao da fibrose na Pbmicose.

5.4. Pele versus Mucosa

Embora o padrao morfoloégico geral tenha sido semelhante em lesbes de
pele e mucosa, observamos algumas diferencas muito interessantes em
relacdo aos dois sitios: a intensidade do processo inflamatorio, as custas,
principalmente, do nimero de plasmdcitos e linfocitos T CD8" e a expressao in
situ de IL-10 foram significativamente maiores nas lesbes de mucosa.

Acreditamos que esses achados sejam decorrentes dos diferentes tipos
de células dendriticas (DCs) envolvidos na apresentagdo de antigenos nesses
dois locais. As superficies mucosas constituem um ambiente singular para a

apresentacao de antigenos. Em face do desafio antigénico presente de
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maneira constante nessas areas e da necessidade de manutencdo de um
micro-ambiente antiinflamatério, as DCs dessas superficies apresentam
capacidades imuno-indutivas também singulares (apud NAGLER-ANDERSON
et al.,, 2001). [IAWASAKI & KELSALL (1999) demonstraram que em
comparagao com DCs de sitios nao relacionados a mucosas, as DCs da placa
de Peye, de origem mieldide, sdo capazes de produzir IL-10 e induzir linfocitos
T a secretarem altos niveis de IL-4 e IL-10. E muito provavel que esse mesmo
tipo de DC da placa de Peye também esteja presente em mucosa da cavidade
oral e, portanto, isso explicaria a expressao maior de IL-10 neste local em
relagao a pele.

IL-10 é citocina que induz de maneira potente a diferenciagdo de
linfécitos B ativados e a producdo de grandes quantidades de IgM, IgG e IgA
(ROUSSET et al.,, 1992) e, portanto, isso justificaria a presenca de maior
numero de plasmocitos nas lesbes mucosas. Em culturas, IL-10 tem a
capacidade de aumentar de maneira substancial o numero de células
produtoras de imunogloglobulinas e, a presenga associada de TGF- prové
estimulo adicional a formacg&o de células produtoras de IgA e a produgao de
IgA secretora (DEFRANCE et al, 1992). Como ficou demonstrado pelos
nossos resultados, que TGF-p também esta presente nas lesbes teciduais da
forma cronica multifocal da Pbmicose, esses achados corroboram a descrigao
de MOTA et al. (1979), de plasmécitos IgA em lesdes paracoccidididicas de

tegumento.
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Finalmente, como ja mencionado IL-10 é quimiotatico para linfécitos T
CD8" do sangue periférico, mas n&o para linfocitos TCD4" (apud MOORE et al.,
1993) explicando assim a maior concentracdo dos primeiros nas lesdes de

mucosa.

5.5. Imunidade celular

O teste cutaneo da paracoccidioidina é utilizado para avaliar a resposta
de hipersenbilidade tardia (DTH) aos antigenos do Pb, produzindo nos casos
responsivos, induragcdo que € maxima no periodo de 24 — 48 horas e se
caracteriza histologicamente, pela presenca de infiltracdo mononuclear
perivascular (BRITO et al, 1961). Considerando que a ocorréncia de reagdes
de hipersensibilidade tardia depende de sensibilizagao prévia e da integridade
da imunidade mediada por células, a resposta negativa ao teste poderia ser
explicada ou pela inadequagcdo dos antigenos utilizados ou por
comprometimento da imunidade celular (MUSATI, 1982). No presente estudo
utilizamos o antigeno de Fava Netto (FAVA NETTO, 1961). SARAIVA et al.
(1996) demonstraram que a utilizagdo da Gp43 nos testes cutaneos produz
respostas significativamente maiores que aquelas obtidas pelo antigeno de
Fava Netto. No entanto, existem numerosas evidéncias de que, na Pbmicose, a
anergia ao teste reflete a depressao da imunidade celular (MENDES et al.,
1971), embora ainda ndo se saiba até que ponto a reacao de hipersensibilidade

tardia esteja relacionada com a imunidade protetora contra o fungo. Em relagao
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a este ultimo aspecto, CANO et al. (2000) estudando a pbmicose experimental
murina em animais resistentes e susceptiveis, observaram que a deplegéao in
vivo de linfocitos T CD8" n&o alterou a DTH especifica em camundongos
resistentes, mas a aumentou significativamente em camundongos susceptiveis.
Sugeriram ent&do, que em camundongos susceptiveis linfocitos T CD8* possam
estar envolvidos tanto na protecdo como na regulagao negativa das respostas
de DTH e, que nesses animais, a imunidade protetora e a resposta de DTH
estejam dissociadas. E provavel, que isto também possa ocorrer em alguns
dos individuos portadores de Pbmicose.

Em nosso estudo, resposta negativa ao teste foi observada em apenas
38,1% dos pacientes, que poderiam, portanto, estar apresentando algum
disturbio imunorregulatério que contribuisse para a imunodepressao.
Observamos correlagdo negativa entre a resposta ao teste e a gravidade
clinica reforcando a ja bem estabelecida correlagdo entre a gravidade da
doencga e imunossupressao (MOTA et al., 1985; PERACOLI et al., 1982) e
salientando a importancia da imunidade mediada por células na protecao

contra o Pb.

5.5. Imunidade humoral

Todos os pacientes avaliados apresentaram anticorpogénese especifica
com titulos séricos variados, concordando com o que, geralmente, é descrito

para a forma crénica da Pbmicose (FRANCO et al., 1987; MENDES, 1996).
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Se anticorpos contribuem ou ndo para a defesa do hospedeiro contra
agentes fungicos é questdo ainda ndo bem elucidada. Esse aspecto foi
estudado mais intensamente em relacdo as infecgdes por C. albicans e C.
neoformans (CASADEVALL, 1995) e os dados obtidos sugerem a existéncia de
anticorpos protetores e nado protetores e que a mistura deles reduz a eficacia
dos protetores (HAN & CUTLER, 1995; DROMER et al., 1987; MUKHERJEE et
al., 1992). Além disso, a eficacia protetora parece estar relacionada ao isotipo
produzido (MUKHERJEE et al., 1995a; YUAN et al.,, 1995). Na criptococose
experimental murina anticorpos da classe IgG3 nao sao protetores e a
mudanca desse isotipo para IgG1 se torna protetora. Promocao da
opsonizacao do fungo (MUKHERJEE et al., 1995b), da destruicao deste por
macrofagos e células da microglia (MUKHERJEE et al., 1995b), reducao de
antigenos (CASADEVALL, 1995), efeito fungicida direto (POLONELLI et al.,
1994), ativagcado do sistema complemento e neutralizagdo de produtos fungicos
(CASADEVALL, 1995) sdo alguns dos mecanismos pelos quais os anticorpos
atuariam de maneira benéfica na prote¢ao contra o fungo.

Na Pbmicose, existem evidéncias de correlacdo positiva entre aumento
da anticorpogénese e disseminagdo da doenca (PERACOLI et al., 1982;
BIAGIONI, 1984), que reforgcam os nossos achados de correlagao positiva entre
0s niveis de anticorpos séricos € o numero de fungos nas lesdes e sugerindo
que fatores induzidos ou liberados pelo fungo contribuam para a amplificagéo
da resposta humoral. Também existem evidéncias sugerindo que anticorpos

anti-Pb podem ser protetores. Por exemplo, os experimentos de CARVALHAES
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et al. (1986), utilizando camundongos bons e maus produtores de anticorpos
infectados com o fungo, mostraram que maus produtores apresentaram
mortalidade mais elevada e doenga mais disseminada. SILVA (1993) injetando,
por via intraperitoneal, componentes da parede celular do Pb em
camundongos, relatou que principalmente a beta-glucana da fragdo F1 possui a
capacidade de modular positivamente a produg¢ao de anticorpos e de interferir
com a quantidade e padrao de secregcdo de diferentes classes de
imunoglobulinas, principalmente da classe IgM e IgG3. No modelo murino
isogénico da Pbmicose, camundongos resistentes apresentaram producao de
IgG2a como principal isotipo de imunoglobulina associada a resposta
preferencial do tipo Th1determinando secre¢cao de TNF-a, IFN-y e IL-2 durante
as fases iniciais da infecgcdo. Ja os animais susceptiveis, mostraram producéao
aumentada de anticorpos especificos das classes 1gG2b e IgA acompanhada
de secregéao precoce de TGF-f, IL-10 e IL-5 (apud CALICH & KASHINO, 1998).
Esses dados corroboram a idéia de que também na Pbmicose, o padrao de
secrecido de citocinas determina o padrao de producdo dos isotipos de
anticorpos especificos podendo, portanto, contribuir através desse mecanismo
para a protecao ou susceptibilidade do hospedeiro (FINKELMAN et al., 1990).
Observamos correlagao positiva entre os niveis séricos de anticorpos
especificos e a gravidade clinica sugerindo que a imunidade humoral n&o esta
sendo eficaz na protegado contra o Pb e correlagdo negativa com os resultados
do teste cutdaneo da paracoccidioidina. Este ultimo achado reforgca as

evidéncias (CANO et al., 1995) de que a disfungao de linfocitos T parece estar
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associada a producao excessiva de imunoglobulinas e sugere a presenga na
doencga, de fatores que ao mesmo tempo deprimem a imunidade mediada por

células e exacerbam a resposta humoral.

5.7. Citocinas no soro

O perfil das citocinas analisadas no soro dos pacientes portadores da
forma crénica multifocal da Pbmicose, na fase pré-tratamento, sugere um
desequilibrio no balanco delas, que poderia ser responsavel, pelo menos em
parte, pelos disturbios imunorregulatérios comumente observados na doenca.
Assim, observamos niveis significativamente reduzidos de IL-2 em relagcdo aos
de individuos sadios. Esse resultado é concordante com o de estudos
anteriores demonstrando que a producgao de IL-2 por células mononucleares do
sangue periférico esta diminuida, bem como os niveis plasmaticos da citocina,
a expressao de receptores CD25 e a resposta proliferativa de linfocitos em
pacientes portadores da micose antes do tratamento (PERACOLI, 2000; BAVA
et al, 1991; BERNARD et al.,, 2001). IL-2 é produzida em condicbes
fisiolégicas principalmente por linfocitos T CD4+ ativados, mas também pode
ser produzida por linfécitos T e B transformados, células assassinas ativadas
por linfocinas (células LAK) e células NK. Exerce papel fundamental na
regulacdo imune devido a sua capacidade de induzir proliferagdo antigeno
inespecifica de linfécitos T, promover juntamente com IL-4 a proliferacdo de

linfécitos B ativados e induzir a sintese em leucécitos periféricos de IFN-y, IL-1
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e TNF-a e B (SMITH, 1988). Portanto, estes dados em conjunto, parecem
sugerir que a baixa produgao de IL-2 possa contribuir para a depressao imune
observada na Pbmicose, que estaria relacionada ao comprometimento do
mecanismo de ativacio de linfocitos T. Ndo observamos correlacdo dos niveis
séricos de IL-2 com qualquer dos outros parametros analisados, exceto uma
correlagdo positiva com a expressdo de IFN-y nas lesbes que poderia ser
compativel com a capacidade da IL-2 de induzir a sintese desta citocina.

Um dos possiveis fatores relacionados a inibicdo da producao de IL-2
nesses pacientes poderia ser a presenca niveis séricos significativamente
aumentados de TGF-B, como observado em nosso estudo. TGF-B inibe a
proliferagdo de linfécitos T principalmente através da regulagdo negativa dos
sinais proliferativos mediados pela IL-2. Também inibe a funcado citotdxica de
células NK, linfocitos T citotoxicos e a proliferagdo LAK induzidas por IFN-y.
Influencia também a secrecdo de imunoglobulinas por linfécitos B, inibindo a
sintese de IgG e IgM e estimulando a de IgA (LETTERIO, 2000; LETTERIO &
ROBERTS, 1998). Resumindo, TGF-§ inibe varios eventos da ativagdo e
funcdo de linfécitos T levando a baixa produgao e/ou funcdo defeituosa de
citocinas como IL-2 e IFN-y, importantes para uma resposta imune eficiente

contra varios patégenos. Produgdo excessiva de TGF-B esta implicada na
patogénese de varias doengas infecciosas como leishmaniose, doenga de
Chagas e tuberculose (BARRAL et al, 1993; SILVA et al, 1991; ELNER, 1997).
Na tuberculose, IL-2 é fundamental para a expansdo clonal de linfocitos T

reativos ao M. tuberculosis e IFN-y ativa macrofagos contra a micobactéria.
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Pacientes tuberculosos apresentam baixa producédo de IL-2, baixas respostas
blastogénicas e baixa inducdo de receptores para IL-2 em células
mononucleares do sangue periférico, portanto um quadro bastante similar ao
observado na Pbmicose. Existem poucas evidéncias de que a produgao
excessiva de citocinas Th2 esteja envolvidas na patogénese da tuberculose,
mas ao contrario € sugestiva a participacdo de produgdo excessiva de
monocinas. Mondcitos de pacientes com tuberculose produzem TGF-f na
forma ativa e o uso de anticorpos neutralizantes ou de inibidores naturais para
TGF-B corrige as baixas respostas de linfocitos T induzidas pelo M.
tuberculosis e reduz o crescimento intracelular da bactéria. Dessa maneira, M.
tuberculosis e seus antigenos estimulando fagécitos mononucleares a produzir
quantidades excessivas de TGF-f, parecem conduzir a um meio de citocinas
onde a supressédo de linfocitos T, a desativagdo de macrofagos e a destruigéo
tecidual estdo aumentados e a infeccdo menos contida, com tendéncia a
amplificagdo do perfil deletério de citocinas (apud TOOSSI & ELLNER, 1998).
Portanto, é possivel que TGF-p debilitando a resposta imune na Pbmicose
possa contribuir para os varios disturbios imunorregulatorios que se
manifestam durante o curso da moléstia.

Observamos também niveis séricos de IL-4 e IL-10 nos pacientes
pbmicéticos similares aos de individuos sadios. Em relagdo a IL-4, esse
achado é semelhante ao observado por SILVA et al. (1995). Em relagdo a
IL-10, concorda com o de KARHAWI et al. (2000), que relataram que células

mononucleares do sangue periférico de portadores da Pbmicose, quando
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estimulados por PHA, produziram niveis de IL-10 similares aos de individuos
sadios. Outros estudos relatam niveis séricos aumentados de IL-10 e producéao
aumentada por células mononucleares do sangue periférico de individuos
doentes (FORNARI et al., 2001; BERNARD et al., 2001). De qualquer forma,
acreditamos que esse achado represente que a capacidade de producdo de
IL-4 e de IL-10 esta preservada em pacientes com a forma crbnica da
Pbmicose. O teste de correlagdo dos postos de Spearman mostrou correlagao
positiva entre os niveis séricos dessas duas citocinas, sugerindo que a
producgao delas esteja associada.

Embora, ndo tenhamos detectado correlacdo dos niveis de citocinas no
soro dos pacientes com gravidade clinica, resposta ao teste cutaneo da
paracoccidioidina ou niveis séricos de anticorpos especificos, a analise geral
desses achados sugere que o desequilibrio no balango de citocinas em
pacientes com a forma crénica multifocal da pbmicose, representado
principalmente pelos baixos niveis de IL-2 e niveis aumentados de TGF-§,

possa contribuir para a patogénese da doenca.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

A paracoccidioidomicose (Pbmicose) € micose sistémica na qual
complexos eventos inflamatérios e imunolégicos sdo desencadeados pela
interacdo fungo-hospedeiro, resultando em duas caracteristicas importantes da
doenca: frequente instalacdo de distarbios imunorregulatérios e reacéo
inflamatoéria granulomatosa. Este trabalho teve por objetivo estudar em
pacientes portadores da forma cronica multifocal da Pbmicose, na fase pré-
tratamento, as caracteristicas da resposta granulomatosa em lesdes de pele e
mucosa, considerando suas populacfes celulares e a presenca in situ de
citocinas de padrdo Thl e Th2. Estes achados foram correlacionados com a
gravidade clinica, niveis de competéncia imunolégica humoral e celular e niveis
séricos dessas mesmas citocinas. Foram estudados 27 pacientes com
gravidade clinica moderada (13 pacientes), moderada/grave (8 pacientes),
grave (5 pacientes) e ndo avaliada (1 paciente). As biopsias foram realizadas
por punch de lesGes de pele ou mucosa. Os soros foram separados de sangue
obtido por puncdo venosa, e o teste cutaneo realizado pela paracoccidioidina.
Nas biopsias foram analisados o numero e padrdo de distribuicdo de
neutrofilos, eosinofilos, células gigantes, plasmdcitos, linfécitos T CD3* e CD8",
linfécitos B e células NK (estes trés ultimos caracterizados pela imuno-
histoquimica), contagem de fungos e a deteccdo imuno-histoquimica de IL-4,
IFN-y, IL-10, TNF-oo e TGF-B. No soro dos pacientes foram realizadas
dosagens de IL-2, IL-4, IL-10 e TGF-B e de anticorpos especificos anti-Pb por

ensaio imunoenzimatico (ELISA).
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Do presente trabalho, foram obtidos os seguintes resultados e conclusfes:

1. A histopatologia das lesbes de pele e mucosa demonstrou lesdes
granulomatosas compostas por granulomas epiteliéides bem e mal
organizados, na mesma lesdo. Neutroéfilos, eosindfilos, plasmdécitos,
linfocitos B, linfocitos T CD3" e CD8" e células NK foram elementos
acessorios presentes em diferentes propor¢cdes e com padrées de

distribuicao particulares.

2. O numero de fungos variou de escasso a abundante em diferentes
biépsias e mostrou associacdo com a quantidade de neutrdfilos nas
lesdes, reforcando dados prévios de que componentes do fungo
contribuem para a sua migracdo para os tecidos. Houve, também,
correlacdo positiva esperada entre o niamero de fungos e niveis séricos

de anticorpos especificos.

3. Linfécitos T estavam distribuidos no halo perigranuloma e difusamente
pela lesé@o, e foram as células predominantes, reforcando a idéia de que
a imunidade celular é elemento importante na formacao e regulacdo da
resposta granulomatosa. Parte desta regulacdo é efetuada por

linfocitos T CD8", que representaram 33,2% dos linfocitos T totais.

4. Os perfis de citocinas nas lesdes granulomatosas foram compativeis

com padrbes de resposta ThO ou mistura Th1/Th2 em algumas lesoes,
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com predominancia Th2 em outras. Este dado indica que citocinas Thl
e Th2 coexistem na formacdo e regulacdo da resposta inflamatoria
granulomatosa, e que a formacdo de granulomas epitelidides
compactos ou epitelidides frouxos ndo depende da predominancia local

de citocinas Thl ou Th2 respectivamente.

Células marcadas para IL-4 e IFN-y foram identificadas em pequeno
namero no infiltrado em torno dos granuloma, e morfologicamente eram
representadas por pequenas células mononucleares. Foram
observados quatro padrées de reatividade: IFN-y" / IL-4", IFN-y" / IL-4,
IFN-y ~ / IL-4" e IFN-y "~/ IL-4" e o primeiro foi 0 mais freqiente. A
auséncia de associagao entre a expressao de IL-4 e a gravidade clinica,
ou o padrdo morfologico do granuloma, sugere que a presenca dessa
citocina nas lesdes ndo seja um indicador de mau progndstico, mas ao
contrario, um achado integral da formacdo do granuloma,

desempenhando papel no controle do dano tecidual.

TNF-a foi detectado em quantidades expressivas e em diferentes tipos
celulares: células epiteldides, células gigantes, macréfagos, células do
epitélio  estratificado, células endoteliais, pequenas células
mononucleares e polimorfonucleares. Esta producdo ubiqua e intensa
do TNF-a reforca a idéia que esta citocina é de grande importancia na
inflamacdo granulomatosa paracoccidioidomicética, e que, como
descrito para a tuberculose, dependendo da quantidade local, possa
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desempenhar funcédo dualistica, seja com atividade protetora, ativando
macrofagos e atuando positivamente na formacdo e modulacdo da
resposta granulomatosa quando em pequena quantidade, seja
contribuindo para o dano tecidual e para o processo de fibrose, quando

em grande quantidade.

IL-10 e TGF-B foram identificados em todas as lesbes. Marcacéo
positiva para as duas citocinas foi observada em células epitelidides,
células gigantes, macréfagos, células do epitélio estratificado e
pequenas células mononucleares. Fibroblastos e células musculares
esqueléticas mostraram positividade apenas para TGF-B. A semelhanca
do TNF-a, a producéo destas duas citocinas por varios tipos de células
sugere serem mediadores importantes do granuloma paracoccidioidico,
podendo, em pequena quantidade, diminuir a intensidade da inflamacgéao
com consequente menor lesdo tecidual, através da diminuicdo da
resposta Thl, ou, em quantidade excessiva, contribuirem para o

aumento da susceptibilidade ao fungo.

O epitélio estratificado superficial apresentou alteracdes caracterizadas
por hiperplasia, queratinizacdo, espongiose,  microvesiculas,
microabcessos, permeacdo por infiltrado de linfécitos, plasmécitos,
neutrofilos, histiocitos e células NK, formagdo de granulomas e

presenca do fungo. A imunomarcacdo positiva para TNF-a, IL-10 e
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TGF-p das células epiteliais sugere, que além do fungo, essas citocinas

possam também contribuir para as alteracdes observadas.

A associacdo entre o nimero de linfécitos T CD3" e células NK e a
expressao in situ de IL-10 e IL-4, sugere que linfécitos T CD3" e células

NK contribuem para a producdo dessas citocinas.

A associacdo entre o numero de linfécitos B e a expressao in situ de
IL-10 sugere que esta citocina possa contribuir para a amplificacdo da

resposta imune humoral.

Lesbes de mucosa apresentaram expressao de IL-10 e intensidade do
processo inflamatorio, principalmente as custas de plasmécitos e
linfocitos T CD8", significativamente maiores em relagdo as lesGes de
pele. Este resultado documenta e refor¢ca dados da literatura de que a
resposta inflamatoria é qualitativamente diferente de local para local no
organismo. Esta diferenca de resposta inflamatoria entre pele e
mucosa se deve, pelo menos em parte, a que, nestas localizacoes,
existem células dendriticas apresentadoras de antigenos fenotipica e
funcionalmente diferentes, levando a apresentacdo qualitativa e
guantitativamente diferenciada de antigenos do Pb ao sistema imune
das duas localizagbes. Nesse contexto, a maior expressao de IL-10
estaria contribuindo para o maior niumero de plasmdécitos e linfécitos T

CD8" nas mucosas.
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Houve correlacdo negativa entre a gravidade clinica e a resposta ao
teste cutaneo da paracoccidioidina. Este dado era esperado, e reforca a
ja bem estabelecida correlacdo positiva entre gravidade da doenca e
imunossupressao, indicando a grande importancia da imunidade

mediada por células na resisténcia contra o Pb.

Houve, também, correlacdo negativa entre gravidade clinica e niveis
séricos de anticorpos especificos, aspecto bastante documentado na
literatura, e que pbe em cheque o papel da imunidade humoral na

protecdo contra o fungo, aspecto ainda nao resolvido na Pbmicose.

Houve correlagdo negativa entre os niveis séricos de anticorpos
especificos e a resposta ao teste cutaneo da paracoccidioidina. Este
resultado sugere a ocorréncia, na Pbmicose, de fatores que ao mesmo
tempo deprimem a resposta imune mediada por células e exacerbam a

resposta humoral.

OBSERVACOES FINAIS

No presente trabalho nao foi possivel detectar associacédo entre a

gravidade clinica e niveis séricos ou a expressao tecidual das citocinas. Estes
resultados podem ser devidos ao numero relativamente pequeno de pacientes
gue apresentavam a mesma forma clinica da doenca (forma crénica multifocal)

e com parametros de gravidade clinica proximos (moderada, moderada/grave e
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grave). E provavel que um estudo com pacientes apresentando formas clinicas
polares ou com numero maior de casos possa elucidar esses aspectos.

Na formacédo e modulacdo da resposta granulomatosa paracoccidididica
parece necessaria a participacdo in situ das citocinas do padrdo Thl e Th2,
nao havendo, portanto, dicotomia entre estes dois padrdes de citocinas na
Pbmicose crénica multifocal.

Os achados de niveis séricos e/ou teciduais elevados de TGF- e IL-10,
indicam que a imunossupressdo (documentada pelos niveis baixos de IL-2)
observada na Pbmicose crénica multifocal se deve, pelo menos em parte, aos
niveis elevados destas duas citocinas.

Estudos futuros dirigidos sao necessarios para uma melhor avaliacdo da
acao e inter-relacdo dos varios mediadores pro e antiinflamatorios (citocinas,
quimiocinas, prostaglandinas, etc) envolvidos na patogenia da Pbmicose. O
adequado conhecimento da patogénese permitira a instituicdo de imunoterapia

que possa beneficiar os pacientes.
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7. ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (Pbmycosis) is a systemic mycosis in which a
complex inflammatory and immunological events are unchained by the
interaction of the fungus (Pb) with the host tissues, resulting in two important
characteristics of the disease: frequent immunoregulatory disturbances and a
granulomatous inflammation. The aim of this work was to study in patients with
the chronic multifocal form of Pbmycosis, before treatment, the characteristics
of the granulomatous response in skin and mucosal lesions, considering the
cellular populations and the presence in situ of Thl and Th2 cytokines patterns.
These results were correlated with the clinical severity, the levels of humoral
and cellular immune competence and serum levels of those cytokines. Twenty
seven patients were studied, distributed accordingly to clinical severity:
moderate (13 patients), moderate/severe (8 patients), severe (5 patients), and
not evaluated (1 patient). Punch biopsies were collected from skin or mucosal
lesions, the serum obtained from venous blood samples to measured
antibodies levels, and the skin test accomplished by the paracoccidioidin. In
biopsies the following parameters were evaluated: the number and distribution
pattern of neutrophils, eosinophils, giant cells, plasma cells, T CD3" and CD8"
cells, B cells and NK cells (the last three characterized by
immunohistochemistry), number of fungi, and detection of IL-4, IFN-y, IL-10,
TNF-a. and TGF- by immunohistochemistry. It was also measured the serum
levels of IL-2, IL-4, IL-10 and TGF-B and the level of specific antibodies anti-Pb

by ELISA test.
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Specific granulomatous lesions, composed with epithelioid, well
organized granuloma together with epithelioid loose, ill organized granuloma
were observed in the same lesion of the dermis and submucosa. Neutrophils,
eosinophils, plasma cells, B cells, T CD3+ and CD8+ cells and NK cells were
accessory elements present in different proportions and in a singular patterns of
distribution, with predominance of T CD3+ cells. The number of fungi varied
from case to case and correlated with the number of neutrophils. The analysis
of the IL-4 and IFN-y in situ expression demonstrated four immunostaining
patterns: IL-4+ / INF-y+, IL-4+ / INF-y °, IL-4" / INF-y+ and IL-4 "/ INF-y ". IL-10,
TNF-a and TGF-B were detected in several cellular types, with expression of
TGF-B being significantly smaller than the other two cytokines. IL-10 in the
lesions correlated with the number of B cells, T CD3+ cells, CD8+ and NK
cells, and with the expression of IL-4. Mucosal lesions showed larger
expression of IL-10 and larger inflammatory reaction, mainly due to T CD8" and
plasma cells, than that observed in skin lesion. In the patients with Pbmycosis,
the serum levels of IL-2 were significantly smaller, the TGF-p significantly larger
than normal individuals; IL-10 and IL-4 were similar in both group. There was
positive correlation between serum levels of IL-2 and the in situ expression of
INF-y, but it was not demonstrated correlation among the levels of any of the
cytokines, the clinical severity of disease, and the humoral and cellular immune
responses. All the patients demonstrated variable levels of specific antibodies
that correlated with the severity of the disease, and with the paracoccidioidin
skin test. Only 38,1% of the patients presented negative reactions to the

paracoccidioidin skin test and the response to this test didn't show correlation
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with the number of fungi and cytokines serum levels or tissue expression.
Taking all these results together, we can stated that in the chronic multifocal
form of Pbmycosis as a whole, and in the granulomatous inflammatory pattern
observed in the skin and in the mucosa, there was no dichotomy in the
expression of Thl and Th2 pattern of cytokines, but, on the contrary, it seems
that these cytokines and other pro and anti-inflammatory mediators, acting
together, are necessary to orchestrate the highly complex phenomenon
represented by the persistence of Pb inside human tissues.

The immunoregulatory disturbances, frequently observed in the chronic
form of Pbmycosis, is a very complex phenomenon, in which, certainly, many
pro and anti-inflammatory mediators are involved. Considering ours results, it is
conceivable that the immunossupression (documented in part by the low serum
level of IL-2) is due, at least in part, to the high TGF- and IL-10 levels here
observed. It is clear that many other controlled studies are necessary to unravel
all the complex aspects that permit the fungus survive and multiply, for many
years, inside the human body, characterizing, ultimately, the chronic multifocal

Pbmycosis disease.
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