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Resumo




A paracoccidioidomicose (PCM), micose sistémica causada pelo fungo
Paracoccidioides brasiliensis, apresenta um largo espectro de manifestacdes clinicas e
imunoldgicas, variando de formas benignas e localizadas a quadros graves e disseminados.
A forma cronica ou adulta (FA) se caracteriza por lesGes localizadas com acometimento da
pele, mucosa oral (MO) e pulmdes; enquanto a forma aguda ou juvenil (FJ) é mais grave e
disseminada com acometimento do figado, baco e linfonodos (LNs). Nds examinamos a
resposta inflamatdria/imunoldgica em lesdes de pacientes com formas clinicas distintas
da PCM. Foram analisados a expressdo de citocinas e o fendtipo das células presentes nos
infiltrados de bidpsias de mucosa oral de 15 pacientes com a forma adulta e de linfonodos
de 15 pacientes com a forma juvenil da PCM por imuno-histoquimica (IHQ) e qPCR.
Anticorpos monoclonais ou policlonais foram utilizados para caracterizar o infiltrado
celular (CD68, CD15, CD3, CD8, CD56 e FOXP3), citocinas (IL-12, IL-18, IL-1B, 1L-23, IFN-y,
IL-17, TGF-B e IL-10) e a molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) por IHQ. O RNA foi
extraido de tecidos fixados em blocos de parafina para avaliagdo da expressao génica de
IL-1B, IL-23, IFN-y, IL-17 e IL-4 por qRT-PCR. Os resultados mostraram que a maioria das
células inflamatérias nos linfonodos eram CD68+ (macrdfagos, células epitelidides e
células gigantes), enquanto um infiltrado misto composto por macréfagos e neutréfilos
(CD15+) foi detectado na mucosa oral. Linfécitos (CD3+ e CD8+) foram observados em
grande numero tanto em LNs como em MO. Células IL-12+ foram observadas em pequeno
numero e distribuicdo similar nos dois tecidos analisados. A expressdo de IL-18, IL-1PB, e
TGF-B foi significativamente maior em linfonodos. A marcacao para ICAM-1 também foi

maior em LNs do que na mucosa oral, localizada principalmente em macrofagos e na
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matriz extracelular. Células IFN-y+ e IL-17+ foram vistas em maior nimero na mucosa oral
do que em linfonodos. Um achado interessante foi a detec¢do de um numero muito
pequeno de células FOXP3+ (fator de transcricdao expresso em células T regulatérias) nos
linfonodos comparado ao da mucosa oral, onde se localizavam ao redor dos granulomas.
Tendo em vista a presenca de células CD8+ e CD56+ nas lesdes foi investigada a expressado
de moléculas citotdxicas (granzima B, perforina e granulisina), que se mostrou restrita a
um pequeno numero de células e sem diferenca entre os tecidos analisados. Em
conjunto, os resultados sugerem que a producdo local de moléculas de adesao e citocinas
pode estar relacionada a resposta imune diferencial observada nas duas formas da
doenca. No caso dos linfonodos (pacientes com a FJ da PCM), o desenvolvimento de uma
reacdo inflamatdria exacerbada (numero elevado de células CD68+, alta expressao de IL-
18, IL-1B, IL-23 e ICAM-1), sem o controle de células Treg (células FOXP3+) poderia levar a
uma resposta imune deficiente e aumento da carga fungica. Por outro lado, a produgao de
IFN-y e IL-17, com consequiente ativagdo de macrofagos e neutrdfilos, bem como a
presenca de células Treg poderia resultar em melhor controle da resposta inflamatdria,

resposta imune mais eficiente e consequente controle da carga fungica.
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Abstract




Paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic disease caused by the fungus P.
brasiliensis, presents with a wide spectrum of clinical and immunological manifestations,
varying from benign and localized forms to severe and disseminated forms. The chronic or
adult form (AF) is characterized by localized lesions with involvement of the skin, oral
mucosa (OM) and lungs. While the acute or juvenile form (JF) is more severe and presents
disseminated widespread with the involvement of the liver, spleen and lymph nodes (LNs).
In order to examine the inflammatory/immune response in lesions of patients with
different clinical forms of PCM, we analyzed the expression of cytokines as well as the
phenotype of the cells in the inflammatory infiltrate. Paraffin-embedded OM biopsies
from 15 patients with the localized AF of PCM and LN from 15 patients with the JF of PCM
were analyzed by immunohistochemistry (IHC) and gqPCR. Monoclonal or polyclonal
antibodies were used to characterize the cellular infiltrate (CD68, CD15, CD3, CDS8, CD56,
and FOXP3), cytokines (IL-12, IL-18, IL-1pB, IL-23, IFN-y, IL-17, TGF- and IL-10) and the
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) by IHC. RNA was extracted from formalin fixed
paraffin embedded tissues and analyzed by gqPCR. The results showed that most of the
inflammatory cells in the LN were CD68+ (macrophages, epithelioid and giant cells), while
a mixed infiltrate composed by macrophages and neutrophils (CD15+) was detected in the
OM. Lymphocytes (CD3+ and CD8+) were detected in large amounts in both OM and LN.
IL-12+ cells were scarce and similary distribuited in both tissues. IL-18, IL-1B, and TGF-3
expression was significantly higher in LNs than in OM. ICAM-1 staining was also

significantly higher in patients with the JF, localized mainly in macrophages and
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extracellular matrix. IFN-y+ and IL-17+ cells were detected mainly in OM than in LNs. IL-17
was expressed in both epithelial cells and inflammatory infiltrates. An interesting finding
was the very low number of FOXP3+ (the
transcription  factor expressed in  regulatory T cells) cells in LNs
biopsies, compared to OM, where they localize around the granulomas. Considering the
presence of CD8+ and CD56+ cells in the lesions, the expression of cytotoxic granules was
examined. The expression of granzyme-B, granulysin and perforin was restricted to a low
number of cells and no differences were detected between LNs and OM. Altogether these
results suggest that the local production of adhesion molecules and cytokines may
account to the differential immune response that characterizes the clinical forms of PCM.
In LNs (JF of PCM) the development of an exacerbated inflammatory reaction (elevated
number of CD68+ cells, high expression of IL-18, IL-1f, IL-23 e ICAM-1) without the control
of Treg (FOXP3+ cells) could lead to a deficient immune response and increased fungal
load. On the other hand, in the OM from patients with AF, the production of IFN-y and IL-
17, with macrophages and neutrophils activation, as well as the presence of Treg cells
could result in an improved control of inflammatory response, an efficient immune

response and consequent inhibition fungal growth.
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Introducgdo




A paracoccidioidomicose (PCM) é a micose sistémica mais prevalente no Brasil.
E causada pelo fungo dimérfico Paracoccidioides brasiliensis e acomete principalmente
individuos adultos do sexo masculino que residem em areas rurais (1).

Grande parte dos individuos que entram em contato com o fungo consegue
conter a infeccdo e ndo desenvolve a doenca, sendo esta condicio denominada PCM-
infeccdo. Quando a doenca se estabelece, segundo Franco (2), pode se apresentar sob
duas formas clinicas principais: a forma juvenil (FJ) ou aguda, mais grave e disseminada e
a forma adulta (FA) ou cronica com lesdes mais localizadas e de desenvolvimento menos
agressivo. Pacientes com PCM podem apresentar umE largo espectro de manifestagdes
clinicas e patolégicas que se relacionam estreitamente com o tipo de resposta
imunoldgica desenvolvida (3).

A FJ ocorre em criangas e adultos jovens de ambos os sexos, representando
menos de 10% da casuistica geral da doenca. Esses pacientes apresentam adenomegalia,
hepatoesplenomegalia e eventual disfuncdo de medula éssea, simulando patologias
linfoproliferativas. Essa forma da doenca tem uma evolucdo rapida, com febre,
emagrecimento e comprometimento do sistema fagocitico-mononuclear (figado, baco,
LN e medula éssea). Os pacientes com a FJ apresentam a resposta imunoldgica humoral
preservada, com aumento da producdo de anticorpos especificos das classes 1gG4, IgE e
IgA (4-6). Por outro lado, a resposta imunolégica celular encontra-se comprometida, o
que pode ser verificado pela baixa resposta linfoproliferativa e teste cutaneo de
hipersensibilidade tardio negativo a antigenos do fungo, alta producdo de IL-4, IL-5 e

baixa produgdo de IFN-y (7).
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A FA ocorre em aproximadamente 90% dos pacientes, tem progressao lenta e
insidiosa, podendo levar meses ou anos para se estabelecer, como resultado da
reativacdo de um foco latente da infeccdo fungica. Pode ser leve, moderada ou grave e os
pacientes geralmente apresentam ulceragdes da mucosa oral e/ou comprometimento
pulmonar com lesdes localizadas ou difusas acompanhadas de manifestacdes clinicas
como tosse, expectoragao e dispnéia a esforcos (4,8). A FA multifocal atinge mais de um
orgdo ou sistema, apresentando sintomas variados com lesdes na mucosa oral e nasal,
comprometimento de linfonodos e, em menor escala, das glandulas adrenais, intestinos e
sistema nervoso central (1-3,9). Nestes pacientes a resposta imunoldgica humoral
caracteriza-se pela produg¢dao de anticorpos da classe 1gG1l, embora nas formas mais
graves e disseminadas haja producdao de IgG4 e IgE. Pacientes com a FA geralmente
apresentam teste cutaneo de hipersensibilidade do tipo tardio positivo contra antigenos
do fungo (10).

As lesdes causadas pelo P. brasiliensis, caracterizam-se, do ponto de vista
histolégico, pela presenca de microabscessos, reacées granulomatosas com células
gigantes e infiltrado de plasmdcitos, linfocitos e eosindfilos (3). O granuloma é uma
tentativa do organismo em conter a infec¢do fungica, controlando a proliferacdo do
patdgeno e prevenindo a disseminacdo sistémica (11).

Em pacientes com a FJ da PCM, a andlise histopatoldgica revela lesées com
reacao inflamatdria ndo especifica e formacdo de granulomas frouxos, observando-se
sinais de multiplicacdo ativa do fungo dentro das células fagocitdrias (12). Em alguns

casos, a auséncia de células gigantes multinucleadas pode refletir uma resposta
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ineficiente contra o fungo (13). Por outro lado, na FA ocorre a formacdo de granulomas
epitelidides tipicos, que circundam as lesGes, dificultando a multiplicacdo do fungo (10).
Essas diferengas indicam que diferentes fatores atuam localmente influenciando o
infiltrado celular nas lesGes e o destino do patdgeno (1).

Os granulomas sdo tradicionalmente associados a respostas inflamatérias do
tipo Thl (14) e sdo compostos por macréfagos e numerosas células gigantes
multinucleadas contendo fungos fagocitados. A formacdao dos granulomas na PCM é
dependente da producao local de citocinas e do balango entre a produgado de TNF-a e IL-
10 por células inflamatdrias em lesdes de pele e mucosa de pacientes conforme relatado
por Parise-Fortes et al. (13). Heninger et al. (11) mostraram que a formagdo dos
granulomas em animais infectados com H. capsulatum é dependente de citocinas e
moléculas de adesdo, e que a IL-10 era a responsdvel pelo pequeno tamanho do
granuloma na fase inicial da doenca.

Ndo ha um consenso em relagdo aos determinantes da resposta Thl e Th2 na
PCM (15,16). O desenvolvimento da resposta de Thl e Th2 depende do tipo de citocinas
encontradas no local onde ocorre o processo de diferenciacdo, de forma que, enquanto a
célula Th1l é gerada na presenca de IL-12, as células Th2 desenvolvem-se em ambientes
ricos em IL-4 (17,18). Em pacientes com PCM, a presenca de IFN-y e IL-12 em sido
relacionada a protecdo, enquanto que a resposta Th2 esta relacionada com a forma mais
grave da doenca, na qual ocorre uma ativacdo da resposta humoral com a producdo IL-4 e

IL-13 baixa quantidade de TNF-a e ativacdo deficitaria de macrofagos(7,19,20).
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O principal indutor de IFN- y e indiretamente de TNF-a é a IL-12, que induz a
producao de IFN-vy por células NK, células T e células apresentadoras de antigenos
(21,22). Como o IFN-y estimula macréfagos a produzir radicais livres de oxigénio, esta
citocina desempenha um importante papel na defesa contra microrganismos
intracelulares (23). O eixo formado pela IL-12 e IFN- y é essencial para o desenvolvimento
do granuloma e a imunidade protetora contra vdrios microorganismos intracelulares
tanto no homem e como em camundongos (22,24-26)

A IL-18 é uma citocina pro-inflamatdria secretada por macréfagos, linfocitos T
e B e células dendriticas(27,28), e mais uma grande variedade de células, como
osteoblastos, queratindcitos, astrocitos e células da micrdglia (29). A principal funcdo da
IL-18 é induzir a produgdo de IFN-y por células Th1l na presenca da IL-12 (29); também
exibe uma série de efeitos pro-inflamatérios independentes de IFN- y e induz a produgao
de citocinas pro-inflamatdrias como TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 provavelmente por meio da
ativacdo do NF-«xB (30).

Na infeccdo experimental pelo P. brasiliensis a presenga de IFN-y e IL-12 tem
sido relacionada a protecdo (resposta do tipo Thl), enquanto a suscetibilidade é
associada a uma resposta do tipo Th2, com producdo de citocinas regulatérias,
responsaveis pela progressao da doenca (20). Livonesi et al. (15) observaram que animais
deficientes em IL-12 e infectados por P. brasiliensis apresentavam uma alta taxa de
mortalidade em torno de 27 dias e granulomas frouxos, pouco delimitados, com grande
guantidade de fungos nos pulmdes. Verificaram também que a auséncia da IL-12 também

provocava uma resposta celular e humoral exacerbada, com altos niveis de IL-10 e IgG1.
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Diferentemente, camundongos deficientes em IL-18 e infectados por P. brasiliensis, ndo
apresentam diferencas quanto ao infiltrado das lesGes, nem tampouco em relacdo a
producdo de citocinas comparado aos camundongos selvagens. A Unica diferenca
encontrada se da nos estagios iniciais da infeccdo quando camundongos deficientes de IL-
18 sdo mais suscetiveis devido a uma alta expressdo de IL-10, resultando em uma maior
taxa de mortalidade (31).

Em sinergia com IL-12, a IL-18 induz a produg¢dao de IFN-y nas células T,
contribuindo para o desenvolvimento da resposta Thl (18,29,32). Porém, foi
demonstrado que a IL-18, sem a cooperagao da IL-12, pode induzir a produg¢ao de IL-4 e
IL-13 por células T e células NK in vitro, citocinas responsaveis pela resposta imune do
tipo Th2 (29,32,33). Desta forma, a IL-18 pode ser vista como uma citocina que estimula
tanto a resposta Thl como a Th2 (33). Além da IL-12, a IL-18 atua em sinergismo com IL-
15 amplificando a resposta imune a muitos patégenos (29,32).

A molécula de adesdo intrercelular 1 (ICAM-1), uma proteina transmembrana,
membro da superfamilia das imunoglobulinas, é expressa de forma constitutiva
na superficie de varios tipos celulares e apresenta um importante papel na interacdo de
células com a matriz extracelular. Estd relacionada com o recrutamento e retencdo de
células pro-inflamatdrias nos tecidos. Stuyt et al demonstraram que a expressdo de
ICAM-1 em mondcitos in vitro pode ser estimulada pela presenca de IL-18 em sinergia
com a IL-12 (34-37).

Em resposta a estimulagcdo por microorganismos, as células do hospedeiro

liberam citocinas como IL-1B, TNF-a e IFN- y, que levam a um aumento da expressdo de
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varias moléculas de adesdo em mondcitos e células endoteliais (38). Na PCM
experimental foi descrito que existe uma correlacdo positiva entre a expressao de ICAM-1
e a carga fungica na lesdo (39).

Gonzdles et al. (36) analisaram a expressdao de moléculas de adesdo como
ICAM-1, VCAM-1, CD18, MAC-1 e LFA-1 em animais infectados por P. brasiliensis, e
constataram que nos estagios iniciais da infeccdo pulmonar, essas moléculas estavam
fortemente expressas, indicando sua participacdo na resposta inflamatdria local.
Adicionalmente, Moreira et al. (39) verificaram que, em animais infectados por P.
brasiliensis, a expressao de ICAM-1 era regulada por IFN- vy, TNF-a e IL-12, sendo que, na
auséncia dessas citocinas, ocorria uma diminuicdo da sua expressao, resultando na
migracao de células T e conseqiente resposta deficiente contra o fungo.

Recentemente, um terceiro tipo de resposta imunoldgica adaptativa foi
descrito, a resposta Th17, que tem como principal caracteristica a indu¢do da migragao de
neutrdfilos para local o da infecgdo, principalmente, devido a produgao de IL-17A e IL-17F
(40). Para a diferenciacdo das células Th17 é necessdria a presencga das citocinas TGF-B e
IL-6 no local da infeccdo. Por outro lado, a IL-23 é responsavel pela manutencdo do
fendétipo Th17 (40-46). A IL-23 é uma citocina da familia da IL-12, composta por duas
subunidades, a p19 e a p40, sendo esta ultima compartilhada com a IL-12 (21). Alguns
trabalhos relatam que a IL-23 p19 promove o desenvolvimento de uma resposta
inflamatdria sistémica caracterizada pelo aumento de producdo de citocinas TNF-a e IL-1

(21,47,48).
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A IL-17A e IL-17F sdo citocinas da familia da IL-17, da qual também fazem parte
a IL-17B, C, D e E. S3o citocinas de carater proinflamatdrio relacionadas a neutrofilia,
aumento de prostaglandinas, oxido nitrico e metaloproteinases (42,46,49,50). Heninger
et al. (11) detectaram IL-17 em granulomas de animais infectados por Histoplasma
capsulatum. Recentemente, foi demonstrado que animais infectados por Candida
albicans ou Aspergillus fumigatus também desenvolvem uma resposta do tipo Th17, que
atua como um regulador negativo impedindo a resposta Th1l (51).

A deteccdo de grande quantidade de TGF-B em granulomas tanto de pacientes
com a FJ quanto com a FA da PCM (25,52) é uma indica¢do da participacdo da resposta
Th17 na infeccdo humana. De fato, células Th17+ foram detectadas em lesdes de MO de
pacientes com PCM (53). Loures et al. (54), estudando animais knockout para TRL2
e infectados por P. brasiliensis, demonstraram que, na auséncia de TLR2, ocorre um
influxo de neutréfilos em resposta ao fungo para os pulmdes, acompanhado da
diminui¢cdao de células T CD4+ e T CD8+. Esses animais apresentaram maior resisténcia a
infeccdo e altos niveis de IL-6, TGF-B, IL-17 e IL-23, sendo que, no decorrer da infeccdo
somente a IL-23 continuou elevada. Verificaram também, que a reposta Th17 impediu a
diferenciacdo de células T regulatdrias (T reg), o que poderia ser um fator positivo na
resposta contra o fungo, pois esses animais apresentaram maior taxa de sobrevida.

Além de participar da diferenciacdo de células Th1l7, o TGF-B também
promove a ativagdo de células Treg. As células Treg CD4+CD25+ s3ao responsaveis pela
manutencdo da tolerancia imunoldgica, previnem respostas inflamatdrias exacerbadas e

participam do controle de doengas autoimunes (55). As células Treg expressam o fator de
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transcricdo forkhead Box P3 (FOXP3), que forma um complexo com NFAT/AP-1 induzindo
a expressdo de fatores inflamatérios, producdo de IL-2 e atividade supressora da célula
(56).

Pacientes com PCM apresentam um numero elevado de células Treg no
sangue periférico, expressando moléculas associadas a atividade regulatdria, além de alta
expressao do RNAm para FoxpP3, IL-10 e TGF-, o que sugere a participagdo dessa
populacdo de linfécitos na imunossupressao observada em pacientes com a doenca ativa
(57). Cavassani et al. (58) detectaram células Treg, TGF-B e IL-10 em lesGes cronicas de
mucosa oral de pacientes com PCM.

Como descrito anteriormente, a resposta celular contra o fungo pode ser
mediada por diversos tipos celulares, tanto da resposta imune inata, como da resposta
imune adaptativa. As células NK s3o células de origem linféide e estao relacionadas com a
resisténcia a tumores e infec¢des virais, mas também ja foram associadas a defesa contra
outros patdgenos, como fungos intracelulares (59). Pagliari et al.(60) analisando lesGes de
pele e MO, de pacientes com PCM, verificaram a presenca de células T CD8+ e NK, além
da expressdo da expressdo da molécula citotdxica granzima B (62). Também foi
demonstrado que células NK (CD56+) de pacientes com PCM sdo capazes de matar o
fungo tanto diretamente (atividade fungicida), como no interior de monécitos infectados
(atividade citotoxica), com a participacdo de granulos citotéxicos como granzimas,
perforina e granulisina (61).

Como citado anteriormente, as formas mais graves da PCM, a forma juvenil e a

forma adulta disseminada, sdo associadas a altos niveis séricos de mediadores
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inflamatdrios como a IL-18, TNFRs, ICAM-1, IL-12 e TGF-B(23). O papel desses fatores
parece ser dependente da concentracdo produzida, visto que podem ser protetores ou
deletérios. Sendo assim, o objetivo deste trabalho, foi avaliar a expressdo local de
citocinas e ICAM-1 em bidpsias de pacientes com PCM na forma juvenil e adulta
localizada, relacionando-a com parametros de atividade e gravidade da doenca. De
acordo com dados recentes da literatura e trabalhos realizados anteriormente em nosso
laboratério, uma resposta inflamatdria descontrolada pode ser prejudicial ao hospedeiro
impedindo o pleno funcionamento da resposta imunolégica. Dessa forma, a andlise do
conjunto de mediadores com ac¢do inflamatéria na lesdao causada pelo P. brasiliensis e a
sua relacdo com a forma, atividade e gravidade da doenga pode, melhor esclarecer os

mecanismos envolvidos no controle desta infecgao.
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2.1. Objetivo geral

Avaliar a resposta inflamatdria/imunolégica local em lesdes de pacientes com a FJ

(linfonodos) e com a FA (mucosa oral) da PCM.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a composicao do infiltrado celular presente em lesGes de pacientes com a FJ
(linfonodos) e com a FA (mucosa oral) da PCM.

- Avaliar a expressdo de citocinas da resposta imune inata (IL-12, IL-18, IL-1pB, IL-23) e
ICAM-1 em lesdes de pacientes com a FJ (linfonodos) e com a FA (mucosa oral) da PCM.

- Avaliar a expressdo de citocinas da resposta Thl, Th2 e Th17 (IFN-y, IL-4 e IL-17,
respectivamente) em lesdes de pacientes com a FJ (linfonodos) e com a FA (mucosa oral)
da PCM.

- Avaliar a expressao de citocinas anti-inflamatérias (TGF- e IL-10) em lesGes de
pacientes com a FJ (linfonodos) e com a FA (mucosa oral) da PCM.

- Avaliar a expressao de granulos citotdxicos (granzima B, perforina e granulisina em

lesGes de pacientes com a FJ da PCM (LN) e com a FA (MO) da PCM.
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3.1. Casuistica

Para a realizagdo dos experimentos descritos neste trabalho foram utilizados 30
blocos contendo bidpsias de lesdes de pacientes com paracoccidioidomicose. Os blocos
foram obtidos no arquivo do Laboratério de Patologia da Pontificia Universidade Catélica
de S3o Paulo — PUCSP e do Laboratério de Patologia e Citologia de Sorocaba Ltda. Todos
os casos foram classificados levando-se em consideracdo a forma da doenca (descricdo em
prontuario), tecido analisado, idade e sexo dos pacientes. Foram selecionadas bidpsias de
LN de 15 pacientes com a FJ (8 a 39 anos) e de MO de 15 pacientes com a FA (29 a 60
anos) da doenca.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas e da Saude da PUCSP com solicitacdo de dispensa do termo de consentimento
por se tratar de estudo retrospectivo. O projeto foi aprovado em 10 de dezembro de 2008

(Apéndice, item 8.5).

3.2.  Cortes histoldgicos
Os blocos foram mantidos a -209C durante 30 minutos quando entdo foram
cortados (espessura de 4um) em micrétomo Histocut 820 Il (Leica, Mussioch, Alemanha).
Cortes seriados foram colocados no banho histolégico com dgua destilada a 50°C e
coletados em laminas Start Frost (Kinttel Galser, Alemanha) identificadas com o numero
de cada caso. As laminas foram mantidas em estufa a 80°C por 1 hora, em seguida foram

guardadas em caixas porta-laminas até a realizacao da reacdo de imuno-histoquimica.
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3.3. Reagdo de imuno-histoquimica (IHQ)

As laminas foram desparafinizadas e hidratadas com varias passagens em xilol e
alcodis graduados até a lavagem em agua destilada; em seguida foi realizada a
recuperacdo antigénica com tampao especifico para cada anticorpo (citrato pH 6.0, Tris-
EDTA pH 9.0 ou EDTA- pH8.0) em panela a vapor, durante 45 minutos. Procedeu-se entdo
ao bloqueio da peroxidase enddgena com perdxido de hidrogénio 10v durante 15
minutos, seguido de lavagem com &agua destilada e incubagcdo com bloqueio de proteina
(Dako, Carpinteria, EUA) por 10 minutos. A incubagdo com o anticorpo primdrio foi feita
overnight em camara Umida. Os anticorpos primarios foram diluidos em solugdo PBS e
soro albumina bovina a 2% (PBS-BSA) e dispensados sobre os cortes.

Apds a incubagdo com os anticorpos primarios, as laminas foram lavadas com PBS e
incubadas com anticorpo secunddrio conjugado a um polimero contendo peroxidase
(Envision, Dako, Carpinteria, EUA). Para alguns marcadores, apds o anticorpo secundario,
foi adicionado um anticorpo tercidrio contendo peroxidase conjugado a um polimero
(MACH4, Biomedical, EUA). Na tabela 1 estdo listados os anticorpos primdrios e os
conjugados utilizados nas reacdes de IHQ. As reacbes foram reveladas pela adicdo do
substrato cromdgeno 3,3 diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis, EUA)
a 0,6%, seguida da ativacdo com perdxido de hidrogénio 30v durante 5 minutos e
coloracdo nuclear com hematoxilina de Harris por 1 minuto.

Apds o término da reacdo, as laminas foram desidratadas, diafanizadas e montadas

com Entelan (Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis, EUA). O controle negativo consistiu em
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uma lamina do mesmo tecido analisado, na qual o anticorpo primario foi substituido por
PBS-BSA (Apéndice — item 8.4).

Tabela 1- Anticorpos e conjugados utilizados nas rea¢cdes de IHQ

Anticorpo Marca Clone/ Lote Conjugado

(polimero)
Anti - CD3 Dako A0452/128 Envision
Anti - CD8 Dako M7103/119 Envision
Anti - CD15 Dako Carb-3 Envsion
Anti - CD56 Dako K0391/100 Envision
Anti - CD68 Dako MO0814/119 Envision
Anti - FOXP3 eBioscience E021753 MACH4
Anti - IFN-y Biosource OE171/1 MACH4
Anti - TGF- Santa Cruz Biotechnology sc-146 MACH4
Anti - IL-10 Santa Cruz Biotechnology sc-73309 MACH4
Anti - I1L-12 R&D Systems 24910.1 MACH4
Anti - IL-17 Santa Cruz Biotechnology sc-7927 MACH4
Anti - IL-18 Santa Cruz Biotechnology sc-6178 MACH4
Anti -IL-23 Biolegend B114200 MACH4
Anti-perforina Leica Microsystems 141016 MACH4
Anti- granzima-B Leica Microsystems 129130 MACH4
Anti-granulisina Leica Microsystems 6000027 MACH4

3.4. Avaliagdo dareacdo de IHQ

As laminas de IHQ foram analisadas por microscopia 6tica (Olympus, modelo
CX31RTSF, Japdo) para a avaliacdo da composicdo celular do infiltrado inflamatdrio, da
presenca de citocinas e de ICAM-1. Foram analisados trés campos diferentes e aleatérios

em cada lamina (aumento 400X), levando-se em consideragdo a presenga do fungo.
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3.5. Analise Semi-Quantitativa

As laminas foram avaliadas de acordo com a auséncia (-), presenca leve (+),
moderada (++) ou intensa (+++) de marcac¢do (Apéndice, tabelas 3,4 e 5). Todas as laminas

foram avaliadas pelo mesmo observador.

3.6. Analise Quantitativa

Além da andlise qualitativa e semi-quantitativa, 3 fotos de campos diferentes
(aumento de 400X) de cada caso foram analisadas com o auxilio do programa GSA
ImageAnalyser - versdo 3.7.4 (http://image.analyser.gsa-online.de/). O programa realiza
anadlise cientifica das imagens em 2D avaliando 3 parametros: calculo da superficie de
objetos, cdlculo do comprimento de objetos e contagem de objetos. A importacdao das
imagens foi feita em JEPEG ou BMP. Em nosso estudo realizamos a contagem manual dos
objetos marcados para quantificacdo das células (fig. 1) e o calculo da superficie dos

objetos para a avaliacdo da expressao de citocinas, ICAM-1 e granulos citotdxicos (fig. 2).
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Material: corte histologico de linfonodo de paciente com PCM, marcado com anti-CD8
(marrom). Os pontos vermelhos correspondem aos nucleos das células positivas
(contagem parcial). No retangulo a esquerda, em destaque, aparece o numero de objetos
contados.
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Figura 2- (A) Corte histoldgico de mucosa oral de paciente com PCM, marcado com anti-IL-
17 (marrom) (400X). (B) Foto obtida a partir da andlise realizada no Programa GSA Image
Analyser na fungdo: calculo da superficie de objetos. As areas marcadas em preto (B)
correspondem as areas coradas em marrom (presenca de IL-17) da figura a esquerda.
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3.7. Avaliagao da expressao do RNA mensageiro
Além da expressdo de proteinas, analisamos também a expressio do RNA

mensageiro (RNAm) de IL-18, IL-4, IFN-y, IL-17 e IL-23.

3.7.1. Extragao de RNA

Para a extracdo de RNA de material parafinado, utilizamos o kit RecoverAll Total
Nucleic Acid Isolation Optimized for FFPE Samples (Ambion Inc., Austin, TX, EUA). Todas as
etapas foram realizadas de acordo com os procedimentos estipulados pelo fabricante. A
concentracdo do RNA das amostras foi determinada em espectrofotémetro Nanodrop
(Thermo Scientific, Bremen, Alemanha.) com leituras das absorbancias a 260 nm e 280
nm. Para determinar a pureza das amostras, utilizamos a razdao das absorbancias
(A260/A280). Apds a extracdo, as amostras foram armazenadas a —80°C até o momento

do uso.

3.7.2. Sintese de cDNA

O RNA extraido anteriormente foi ressuspendido em dgua DEPC, na concentracao
de 1 mg de RNA total por tubo (volume final de 31 mL) e foram adicionados 2,0 uL de um
oligonucleotideo iniciador contendo oligo dTi,.18 [0,75 pg] + random hexamers 3ug/uL
(Invitrogen) seguido por incubacdo de 10 minutos a 70°C com transferéncia rapida para o
gelo. Em cada tubo foram adicionados 18 pL de uma solucdo que continha os seguintes

reagentes: 10 puL do tampao de sintese 5x concentrado, 2,5 pL de dNTP (10mM), 5 uL de
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DTT 0,1M (ditioteitrol) e 0,5uL de Superscript R/T Il (200 U/uL). As amostras foram
incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente, sendo entdo transferidas para 40°C
por 50 minutos com posterior incubacdo a 90°C por 5 minutos. Apds o término, as

amostras foram armazenadas a —80°C até o momento do uso.

3.7.3. Protocolo de RT-PCR em tempo real (qRT-PCR)

A reacdo de gRT-PCR foi realizada em uma placa de 48 pocos (Applied Biosystems,
Foster City, Califérnia, EUA). Em cada poco da placa foram adicionados: 3 pL do cDNA; 1
uL do primer sense e 1L do primer antisense diluidos na concentracdo de 80 pM/reacdo;
5 upL do SYBR® Green master mix (Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA). As
sequéncias dos primers utilizados nas reacdes de RT-PCR estdo listadas na Tabela 2. Em
cada experimento foi realizado um controle negativo substituindo a amostra de cDNA por
agua DEPC e um controle positivo no qual utilizamos amostras de células mononucleares
do sangue periférico estimuladas. A reac¢ao foi realizada em equipamento Real-Time PCR
(StepOne; Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA) e submetida a 40 ciclos de
amplificacdo (programacdo padrao do equipamento). Os experimentos de cdlculo da
eficiéncia da reacdo foram realizados em triplicata, enquanto que a amplificagdo de RNAm
do material coletado foi realizada em duplicata. A especificidade dos produtos obtidos foi

confirmada pela analise da curva de melting.
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Tabela 2: Sequéncias dos primers utilizados nas reacdes de qRT-PCR

Primer Sequéncia
GAPDH sense — 5" TGCACCACCACCTGCTTAGC - 3’
antisense — 5" GGCATGGACTGTGGTCATGAG- 3’
IL-1B sense — 5’ CACGATGCACCTGTACGATCA -3’
antisense — 5" AGACATCACCAAGCTTTTTTGCT -3’
IL-4 sense — 5" CTGCAAATCGACACCTATTAATGG -3’
antisense — 5’ GCACATGCTAGCAGGAAGAACA -3’
IFN—y sense —5" TGG CTT TTCAGC TCT GCATCG TT -3’
antisense —5’ ATG GGT CCT GGC AGT AACAGCC-3’
IL-17 sense — 5’AATCTCCACCGCAATGAGGA - 3’
antisense — 5’ACGTTCCCATCAGCGTTGA -3’
IL-23 sense —5’ TGC CTC CCT ACT GGG CCTCA -3’

antisense — 5’AGT GGT GAC CCT CAG GCT GCA -3’

Os resultados foram analisados quanto a expressdo do gene de interesse de cada
amostra, utilizando como gene normalizador GAPDH e como amostra de referéncia o
cDNA obtido a partir do RNA de um controle normal. Os resultados sdao expressos como
concentracdo relativa, calculada conforme descrito por Pfaffl (62), utilizando as eficiéncias

de amplificacdo de cada “primer”, conforme a férmula abaixo:

N . AC |
Expressdo relativa = (E geneao)- oo e

E ACt gene referéncia
( gene referéncia)

Onde Egene alvo € a eficiéncia de amplificagdo da reagdo com o primer de interesse (p.e.

eficiéncia do primer para IFN- ¥ = 98); Egene referencia € @ eficiéncia de amplificagdo da reagdo
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com o primer do gene normalizador (GAPDH-2= 102,739); ACt gene alvo é igual ao valor
de Ct de uma amostra- controle amplificada com o primer do gene de interesse (células
mononucleares do sangue periférico, estimuladas para o primer avaliado), menos o Ct de
amostra para o mesmo gene; ACt gene referéncia é igual ao valor de Ct de uma amostra-
controle, amplificada com o primer do gene normalizador, menos o Ct de amostra para o

mesmo gene.

3.8. Analise estatistica
Na analise quantitativa das reacdes de IHQ, os resultados foram expressos como a
média + erro padrdo da média (EPM) do numero de células por campo. No caso dos
marcadores de superficie celular, e média £ EPM da area, no caso das citocinas, ICAM-1 e
granulos citotéxicos. A expressao relativa do RNAm das citocinas analisadas também foi
expressa como média £ EPM. A comparacao entre os dois tipos de tecidos analisados (LN
e MO) foi feita pelo teste t ndo pareado e foram considerados significantes valores de p<

0,05.
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4.1 Descrigdo microscopica dos cortes histolégicos (HE)

A avaliacdo histopatoldgica mostrou que os LNs apresentavam grande parte da sua
estrutura substituida por reacdo inflamatéria crénica do tipo granulomatoso, constituida por
células histiocitdrias modificadas, com aspecto epitelidide, com arranjo nodular. Em meio aos
granulomas e, isoladamente, encontravam-se numerosas células gigantes multinucleadas
contendo incontdveis leveduras de Paracoccidioides brasiliensis, algumas com estruturas
conservadas e aparentemente vidveis e outras com estruturas alteradas e constituidas apenas
por halo refringente. Em alguns casos, observamos a presenca de fibrose peri-linfonodal, e
intra-linfonodal em alguns campos (fig. 3A).

J4& na mucosa oral, foi possivel observar acantose e abscessos intraepiteliais
constituidos por neutrdfilos e raras células gigantes multinucleadas, contendo células fungicas.
Na regido submucosa observou-se denso infiltrado linfoplasmocitdrio e eosinofilico

acompanhado, em alguns campos, de células gigantes com Paracoccidioides brasiliensis (fig. 3B).

Figura 3 — Cortes histoldgicos de linfonodo (A) e mucosa oral (B) de pacientes com PCM corados
com HE. Setas: leveduras de P. brasiliensis (400X).
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4.2. Avaliagdo da composicao do infiltrado celular
4.2.1. Marcagdao com anti-CD68 e anti-CD15

O infiltrado celular foi constituido de células histiocitarias CD68+, compostas por
mondcitos, macrdfagos e células gigantes presentes nos dois tipos de tecido. A quantidade de
células CD68+ foi maior nos LNs (fig. 4A) do que nas mucosas (fig. 4B), estando diretamente
relacionada com a quantidade de fungos presentes no tecido que, frequentemente, foram
vistos no interior de células gigantes. Nos LNs, as células CD68+ foram detectadas ao redor das
leveduras, enquanto que, nas mucosas, as células CD68+ estavam organizadas em granulomas

compactos.
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Figura 4 - Cortes histolégicos de linfonodo (A) e mucosa oral (B
marcados com anti-CD68 (marrom). Setas: leveduras de P. brasiliensis no interior de células

gigantes (400X).
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Os neutrdfilos (CD15+) foram vistos nos dois tipos de tecidos analisados, mas em maior
quantidade nas mucosas (fig. 5A). Vimos células CD15+ formando exsudatos nos dois tipos de

tecidos, além de abscessos intra-epiteliais nas mucosas (fig. 5B).
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Figura 5 — Corte histolégico de linfonodo (A) e mucosa oral (B) de pacientes com PCM marcado
com anti-CD15 (marrom). (aumento 400X). Setas: Leveduras de P. brasiliensis rodeadas por
células CD15+ (A) e abscessos intraepiteliais (B)
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4.2.2. Marcagao com anti-CD3 e anti-CD8

A andlise dos cortes histolégicos mostrou infiltrado linfocitario localizado,
principalmente, ao redor dos aglomerados de macréfagos e células gigantes, formando
granulomas tipicos. Além disso, foram observadas muitas células T CD3+ (fig. 6A e B), na sua
maioria T CD8+ (fig. 7). O numero de células linfocitarias foi grande nos dois tipos de tecidos
analisados, ndo apresentando nenhuma relagdao com as formas da doenga ou com a quantidade
de fungos no tecido. A fig. 7 mostra a localizacdo das células CD8+ ao redor de células gigantes
ou préximas aos fungos nos linfonodos (fig. 7A) ou ao redor de granulomas na mucosa oral (fig.

7B).
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Figura 6. Cortes histolégicos de linfonodo (A) e mucosa oral (B) de pécientes com PCM marcados com
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de pacientes com PCM marcados com
anti-CD8. (400X). Setas: Células CD8+ ao redor de células gigantes ou préximas aos fungos (fig. 7A) e ao

redor de granulomas (fig. 7B)
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4.2.3. Marcagdao com anti-CD56

As células CD56+ foram evidenciadas pelo anticorpo especifico nos dois tipos de tecido,
embora em pequeno nuimero. Nos LNs, as células CD56+ estavam, na maioria das vezes,
localizadas na periferia do granuloma (fig. 8A), enquanto que na MO, elas estavam presentes no
tecido conjuntivo, sempre abaixo da membrana basal (seta) (fig. 8B). Ndo foi observada

diferenga quanto ao numero de células CD56+ nos dois tipos de tecidos analisados.
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Figura 8. Cortes histoldgicos de linfonodo (A) e mucosa oral (B) de pacientes com PCM marcados
com anti-CD56 (400X). Setas: Células CD56+ localizadas na periferia (fig. 8A) e tecido conjuntivo
(fig. 8B)
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4.2.4. Marcagao com anti-FOXP3
Células FOXP3+ foram raramente encontradas nos LNs (fig. 9A). J& nas mucosas foram
vistas em maior numero, localizadas logo abaixo da membrana basal e/ou ao redor dos

granulomas (fig. 9B e C). Em todos os cortes de MO analisados, foram detectadas células

FOXP3+ nos abscessos intraepiteliais.

marcados com anti-FOXP3 (A e B aumento 400X, C aumento de 1000x).
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4.3. Anilise quantitativa da marcagao celular (GSA ImageAnalyser)

A analise quantitativa mostrou diferencas significantes quanto ao numero de células
CD3+, CD8+ e CD68+, maior nos LNs do que nas mucosas (fig. 10). O nimero mais elevado de
linfécitos nos LNs explica-se pela natureza do drgdo. Entretanto, o acumulo de células CD68+
reflete o infiltrado celular decorrente da infeccdo e do elevado nimero de fungos.

Por outro lado, nos LNs, o numero de células CD15+ e FOXP3+, foi significantemente

menor do que nas mucosas (fig. 10).

300 (i\

Numero de células positivas/campo

CD68 CD15 CD3 CD8 CD56 FoxP3

Figura 10 — Numero de células marcadas com anti-CD68, anti-CD15, anti-CD3, anti-CD8, anti-
CD56 e anti-FOXP3 em linfonodos e mucosa oral de pacientes com PCM. Os resultados foram
expressos como média do niumero de células por campo + EPM. * p<0,05
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4.4, Citocinas produzidas por células do sistema imune inato e ICAM-1

Na avaliacdo das citocinas produzidas por células do sistema imune inato analisamos a
expressdo de IL-12, IL-18, IL-1p, IL-23, além da expressdo de ICAM-1, molécula de adesdo que
estd intimamente ligada com o processo inflamatoério e cuja expressao é induzida pela IL-1f3, IL-
18 e IFN-y (63). A marcagao para IL-12 foi escassa nos dois tecidos analisados e as poucas células
positivas apresentavam morfologia tipica de macroéfagos (fig. 11A e B). A andlise quantitativa

nao mostrou diferencas estatisticamente significantes entre os tecidos analisados (fig. 25)

AT 4 .‘.ﬁ. A:.,?‘f;l‘cizf eday 118 ,
Figura 11- Cortes histoldgicos de linfonodo (A) e mucosa oral (B) de pacientes com PCM marcados com
anti-IL-12. (400X). Setas: poucas células IL-12+ tanto nos LN quanto nas MO.

Células IL-18+ foram detectadas nos dois tipos de tecidos, sendo vista uma quantidade
significantemente maior nos LNs do que nas mucosas (fig. 12A). Nos LNs as células positivas
estavam localizadas ao redor das células gigantes e na MO ao redor dos granulomas ou em
células isoladas com caracteristicas de macrofagos (fig. 12A e B).
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Figura 12- Corte histoldgico de linfonodo (A) e mucosa oral (B) de pacientes com PCM marcado com anti-
IL-18 (400X).
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A marcagdo para IL-1B foi muito intensa nos linfonodos, localizada em células gigantes,
em macrofagos ao redor das leveduras do fungo e nos granulomas em geral (fig. 13A). Nas
mucosas, a marcagao foi mais discreta embora também distribuida por o todo tecido (fig. 13B).
A anadlise quantitativa mostrou expressdo estatisticamente maior de IL-13 em linfonodos

comparada a da mucosa oral (fig.25).
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Figura 13- Corte histoldgico de linfonodo (A) e mucosa oral (B) de pacientes com PCM marcado com anti-
IL-1f. (400X).

A avaliagdo da expressdo génica relativa de IL-13 em LNs e MO de pacientes com PCM foi

concordante com a pesquisa da proteina por IHQ, maior nos linfonodos embora sem diferenca

estatistica (fig. 14).
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Figural4. Expressdo relativa do RNAm para IL-13 em linfonodo e mucosa moral de pacientes com PCM.
A anédlise foi feita em material extraido dos blocos de tecido parafinados.
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A marcagao para IL-23 foi detectada nas células inflamatérias em geral e macréfagos de
permeio, tanto no LN como na MO (fig. 15A). Na MO a expressdo foi menor, e restrita a células

gigantes, macrofagos e algumas células epiteliais (fig. 15B). A analise quantitativa ndo revelou

diferencgas estatisticamente significantes entre os dois tecidos analisados (fig. 15).

Figura 15- Corte histoldgico de linfonodo (A) e mucosa oral (B) marcado com anti-IL-23 (aumento 400X).

A avaliacdo da expressdo génica relativa de IL-23, embora muito baixa, foi maior na

mucosa do que nos linfonodos, embora a diferenga ndo tenha sido estatisticamente significante

(fig. 16).
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Figura. 16- Expressao relativa do RNAm para IL-23 em linfonodos e mucosa oral de pacientes com PCM. A

analise foi feita em material extraido dos blocos de tecido parafinados.
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A marcagdo para ICAM-1 foi mais intensa nos LNs, formando uma rede delicada na
matriz extracelular, envolvendo as células inflamatérias que fazem parte dos granulomas, por
todo o tecido (fig. 17A). A marcacdo foi mais forte em locais onde havia mais células gigantes.
(seta). A presenca de numerosas células fungicas foi associada a uma forte expressdo de ICAM-
1. Nas mucosas a marcacdo, muitas vezes, ficou delimitada ao redor das células gigantes e
células inflamatérias (fig. 17B). A anadlise quantitativa mostrou expressdo significantemente

maior de ICAM-1 nos linfonodos do que nas mucosas (fig. 25).

<

Figura 17 - Cortes histoldgicos de linfonodo (A) e mucosa oral (B) marcados com anti-ICAM-1.

(400X).
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4.5. Citocinas produzidas por células da resposta imune adaptativa
4.5.1. Marcagao para IFN-y

A marcagdo para IFN-y, citocina chave da resposta Th1, foi mais intensa nas mucosas do
que nos linfonodos, em dreas onde o processo inflamatdrio era mais exuberante (fig. 18B). Nos
LNs, células IFN-y" foram raramente detectadas e, quando presentes, localizavam-se,
geralmente em areas proximas aos granulomas (seta) (fig. 18A). A marcagao para IFN-y ocorreu

principalmente em células com caracteristica de linfocitos (figura 18Ae B).
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Flgura18 Cortes hlstologlcos de Imfonodo (A) e mucosa oral (B) de pacientes com PCM marcados
com anti-IFN-y. (400X).

A expressdao do RNAm para IFN-y também foi maior na mucosa oral comparada aos

linfonodos, mas a diferenca nao foi estatisticamente significante (fig. 19).
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Figura 19- Expressdo relativa do RNAm para IFN-y em linfonodos e mucosa oral de pacientes com PCM. A
analise foi feita em material extraido dos blocos de tecido parafinados.
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4.5.2. Expressao génicade IL-4

Nao foi possivel detectar IL-4, principal citocina da resposta Th2, pelo método de IHQ

provavelmente devido a baixa sensibilidade dos anticorpos testados.

Entretanto, a avaliacdo da expressao génica desta citocina mostrou-se mais elevada em

linfonodos do que na mucosa oral (fig. 20).

Expressao relativa de IL-4
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Figura 20- Expressdo relativa do RNAm para IL-4 em linfonodos e mucosa oral de pacientes com PCM. A
anadlise foi feita em material extraido dos blocos de tecido parafinados.
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4.5.3. Marcagao para IL-17

A resposta Th17 foi analisada por meio da deteccdo de IL-17 (RNAm e proteina) nos
tecidos em questdao. A marcacdo para IL-17 foi mais intensa na MO, tanto em células do
infiltrado inflamatério como em células epiteliais (fig.21B). Em alguns casos células gigantes
também foram positivas. Nos LNs a marcacdo foi menor, ficando restrita as células gigantes e
alguns linfécitos de permeio (seta) (fig.21A). A quantificagdo da marcagao para IL-17 mostrou
expressao significantemente maior na mucosa oral comparada a dos LNs (fig. 25). Entretanto, a
expressao génica da IL-17, embora um pouco maior nos LNs, nao foi significantemente diferente

nos dois tecidos analisados (fig. 22).

» 1
A B P ST e, 218 SERSRNESNE T
Figura 21 - Cortes histoldgicos de linfonodo (A) e mucosa oral (B) marcados com anti-IL-17 (400X).
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Figura 22- Expressao relativa do RNAm para IL-17 em linfonodos e mucosa oral de pacientes com PCM. A
andlise foi feita em material extraido dos blocos de tecido parafinados.

Resultados 57



4.6. Citocinas anti-inflamatorias
4.6.1. Marcagao para TGF-
Células TGF-B+ foram detectadas em ambos os tecidos analisados, tanto em células
gigantes como em macréfagos (fig. 23A e B). Os casos que apresentaram uma maior
guantidade de fungos tiveram uma maior marcacao para TGF-B, independente do tipo de tecido

analisado.
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Figura 23. Cortes histoldgicos de linfonodo (A) e mucosa oral (B) de pacientes com PCM marcados com
anti-TGF-B (400X).

4.6.2. Marcagao para IL-10
A deteccdo de células IL-10+ foi maior nos LNs do que na mucosa, embora sem diferenca
significante. Nos LNs muitas células positivas para IL-10 apresentaram caracteristicas de

linfécitos e/ou células gigantes (fig. 24A), enquanto que, nas mucosas, somente células com

Figura 24 - Corte histoldgico linfonodo (A) e de mucosa oral (B) de pacientes com PCM marcado com
anti-IL-10 (aumento 400X).
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4.7. Andlise quantitativa da expressio de citocinas e ICAM-1 (GSA
ImageAnalyser)

A analise quantitativa revelou diferengas estatisticamente significativas na expressdo de
IL-18, IL-13, ICAM-1 e TGF-B maior nos LNs do que nas mucosas. Por outro lado, a expressdo de

IL-17 e IFN-y foi maior nas mucosas. A expressao de IL-10, IL-12 e IL-23 ndo foram diferentes nos

dois tipos de tecido analisados (fig. 19)
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Figura 25- Expressao de citocinas e ICAM-1 em linfonodos e mucosa oral de pacientes com PCM.

Os resultados foram expressos como média da drea marcada/campo + EPM. * p<0,05
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4.8. Deteccao de moléculas citotdxicas

A presenca de células CD8+ e NK (CD56+) no infiltrado celular, em lesdes causadas pelo
P. brasiliensis, levou-nos a investigar a expressdao das moléculas citotéxicas granzima-B,
perforina e granulisina.

4.8.1. Detec¢ao de granzima-B

Poucas células positivas para granzima-B foram encontradas nos LNs em células com
caracteristicas de linfocito (26A), enquanto que nas mucosas vimos células positivas ao redor
dos granulomas (26B). Nao foi detectada diferenga significante quanto ao niumero de células

marcadas entre os tecidos estudados (fig. 29).

Figura 26- Corte histoldgico de linfonodo (A) e mucosa oral (B) de pacientes com PCM marcado com anti-

granzima-B (A: 1000X, B: 400X).
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4.8.2.Detecgao de perforina
Células positivas para perforina foram detectadas nos dois tipos de tecidos, em nimero
semelhante. Observamos perforina em células isoladas com caracteristicas de linfdcitos,

localizadas ao redor do fungo ou de células gigantes (fig. 27).

Figura 27 - Corte histoldgico de linfonodo (A) e mucosa oral (B) de pacientes com PCM marcado

com anti-perforina (1000X).
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4.8.3. Deteccao de granulisina
A granulisina foi encontrada em maior quantidade nas mucosas do que nos LN. Nos LNs
a granulisina foi detectada em algumas células com caracteristicas de linfécitos e/ou de células
gigantes, enquanto que, nas mucosas, apenas células com caracteristicas de linfécitos foram

positivas (fig. 28).
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Figura 28- Corte histolégico de linfonodo (A e C) e mucosa oral (B e D) de pacientes com PCM

marcado com anti-granulisina. (A e B: 400X, C e D: 1000X).
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4.9. Analise quantitativa da expressao de moléculas citotoxicas (GSA ImageAnalyser)

A analise quantitativa mostrou ndo haver diferenca estatisticamente significante quanto

a expressao das moléculas citotdxicas granzima-B, perforina e granulisina, nos dois tecidos

estudados (fig. 29)
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Figura 29 — Expressdao de moléculas citotdxicas em linfonodos e mucosa oral de pacientes com PCM. Os

resultados foram expressos como média da drea marcada * EPM. * p<0,05
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Discussdo




A infeccdo pelo P. brasiliensis é caracterizada por uma forte resposta
inflamatdria/imunoldgica, que pode ser constatada tanto no sangue periférico (com a
elevacdo da concentracdo de marcadores inflamatérios), como nas lesGes caracterizadas
por infiltrados ricos em células T, células B, mastécitos, mondcitos, macréfagos e células
gigantes, e neutrdfilos, assim como seus mediadores (13,52,60,64). A liberacdo de
moléculas efetoras nas lesdes regula o trafego de leucdcitos, iniciando a resposta
inflamatdria, ativando células fagociticas a um estado microbicida e direcionando a
resposta adaptativa.

A resposta inflamatdéria pode servir para limitar a infeccdo, mas também pode
contribuir para a patogenicidade. Rea¢des paradoxais foram descritas em pacientes com a
FJ da PCM que apresentaram uma piora das manifestacdes clinicas, mesmo sob
tratamento antifungico, demandando a introdugdo de corticoterapia (65).

Em nosso estudo analisamos bidpsias de linfonodos, tendo em vista o
comprometimento marcante dessas estruturas na forma juvenil disseminada da PCM, e
bidpsias de mucosa oral, como representantes da forma adulta, localizada, da doenca.
Assim como em outros estudos, verificamos que os pacientes com a FJ da doenca
apresentam uma grande quantidade de fungos nas lesdes, o que justifica o aumento do
infiltrado celular, principalmente com células CD68+ e moléculas de adesdo atuando na
resposta ao patogeno (39). (39). Por outro lado, nos pacientes com a FA a concentragdo de
células CD68+ foi menor e, geralmente, acompanhada de células CD15+, principalmente

nos abscessos intra-epiteliais.
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A grande quantidade de células inflamatodrias e a presenca de TGF-B e TNF-a, nas
duas formas da doenca, foram relatadas em varios estudos que relacionaram a resposta
inflamatdria intensa a quantidade de fungo no local da infeccdo (13,52,64).

As citocinas sdo determinantes no processo de diferenciacdo da resposta imune
celular. A IL-12 é responsavel pelo direcionamento da resposta para o tipo Thi,
promovendo a produgdo de IFN-y por células T (21). Em trabalho anterior de nosso grupo,
observamos ndo haver diferenga entre os niveis séricos de IL-12, nos pacientes com a FJ e
a FA da PCM (23). Esses dados estdo de acordo com os resultados do presente trabalho
que mostraram que o numero de células IL-12+ ndo é muito diferente em linfonodos e
mucosa oral. Entretanto, o papel da IL-12 e da resposta Thl na doencga é incontestdvel,
visto que a infec¢do pelo P. brasiliensis em camundongos knockout para essa citocina,
resulta em doenca bem mais grave, com alta taxa de mortalidade (15).

A formacdo do granuloma é um processo fisiolégico muito importante para conter
a disseminacdo do fungo, sendo dependente da presenca de citocinas Thl no local da
infeccao (14). Para isso, o eixo formado pela IL-12 e IFN-y é essencial e confere a
imunidade protetora contra o agente infeccioso (22,24-26). O IFN-y produzido por células
T e NK estimula a migracdo, aderéncia, fagocitose e atividade microbicida de neutréfilos e
macrofagos e, além disso, sustenta a resposta Thl por manter as células CD4+ capazes de
responder a estimulagcao pela IL-12. O IFN-y restaura a resisténcia a infecgdes fungicas em
pacientes com doenca granulomatosa crénica (66) e, como terapia adjuvante, potencializa

o tratamento antifungico (67).
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A associagdo entre protecdo e o eixo IL-12/IL-23/IFN-y na PCM foi refor¢ada pela
descricdo de um paciente com a forma juvenil disseminada, no qual foi constatada
deficiéncia da subunidade 1 (p40) do receptor da IL-12/IL-23 (68).

Em nosso estudo, diferentemente da IL-12, cuja expressao foi semelhante nas duas
formas da doenca, a marcacdo para IFN-y foi maior na mucosa oral, onde os granulomas
se apresentavam mais organizados e compactos e a quantidade de células fungicas foi
menor. A expressao do RNAm para IFN-y também foi maior nas lesdes de mucosa oral,
embora a diferenca, em relacdo aos linfonodos, ndo tenha atingido significancia
estatistica.

Outra citocina importante para o direcionamento da resposta imunoldgica é a IL-
18, que age em sinergia com a IL-12 e a IL-15 induzindo a produgao de IFN-y e,
consequentemente, a resposta Th1l. Por outro lado, foi demonstrado que, na auséncia de
IL-12, a IL-18 pode induzir um aumento de citocinas Th2 e da producdo de IgE (29).
Corvino et al. (23) detectaram concentragdes elevadas de IL-18 no soro de pacientes com
a FJ de PCM, associadas a outros marcadores de atividade inflamatéria, o que concorda
com os nossos achados de uma maior expressao de IL-18 nos LNs do que nas mucosas.

Animais knockout para IL-18 e infectados por P. brasiliensis apresentam maior
resisténcia ao fungo no inicio da infeccdo (30 dias), acompanhada da producdo de
citocinas protetoras com o IFN-y e IL-12, em relagdo aos animais controle (31). Esses
dados sugerem que uma producdo elevada de IL-18 nos estagios iniciais da doenca

poderia inibir uma resposta protetora do tipo Thl, agravando a doenca.
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Embora a IL-18 compartilhe as mesmas propriedades pro-inflamatdérias da IL-1,
sua acdo também pode contrabalancar os efeitos dessa citocina. Varios estudos
mostraram que IL-13 tem um papel essencial na imunidade antifungica (69). Leveduras de
P. brasiliensis da cepa Pb18 (alta viruléncia) sdo capazes de induzir a producdo de altas
concentragdes de IL-1-f, IL-6, IL-10 e TNF-a. por mondcitos do sangue periférico (70). A
transcricdo génica mediada por NFkB é essencial para a sintese de precursores da IL-1[3.
Em adi¢do, um segundo estimulo desencadeia o processamento proteolitico da pro-IL-1 3
em IL-1 B bioativa, por complexos intracelulares que contém caspase-1, denominados
inflamassomas. Trabalhos recentes revelaram um papel importante para o inflamassoma
NLR3 na geragdo de IL-1J3 nas infec¢des fungicas (71).

Assim como para a IL-18, nossos resultados mostraram que a expressdo de IL-13
foi significantemente maior nos linfonodos, comparada a da mucosa oral, indicando a sua
participacdo na resposta inflamatéria local.

A molécula de adesdo intercelular | (ICAM-1) é considerada também como um
receptor celular a patégenos microbianos como a Candida albicans (72). Vérios trabalhos,
tanto na PCM experimental como humana, mostraram a atuacdo desta molécula na
doenca. Concentracdes elevadas da forma soluvel da ICAM-1 foram detectadas no soro de
pacientes com PCM (23). Por outro lado, ICAM-1 também foi detectada localmente, tanto
em macrofagos alveolares de pacientes com PCM pulmonar (73), como na placenta de
mulheres com PCM, em lesGes causadas pelo fungo (74). Gonzalez et al. (36)
demonstraram que, em camundongos infectados por P. brasiliensisl, a ICAM-1 atua nos

processos inflamatérios agudos e subagudos, sendo responsavel pelo recrutamento e

Discussao 68



retencdo de células pro inflamatdrias em resposta ao fungo (37). Nossos resultados
mostraram maior expressdao de ICAM-1 em linfonodos de pacientes com a FJ da PCM,
comparada a da mucosa oral, e associada a grande quantidade de fungos e intensa
resposta inflamatéria.

Em trabalhos anteriores de nosso grupo, verificamos que a forma juvenil da PCM
estd associada a uma resposta do tipo Th2, caracterizada pela produc¢ado de IL-4, IL-5 e IL-
10, producdo de anticorpos das classes IgE, 1gG4, IgA e eosinofilia (7,19,75). Embora nao
tenha sido possivel a detec¢do de IL-4 por IHQ, a pesquisa do RNAm se revelou positiva
nos dois tecidos analisados, sendo um pouco maior em linfonodos.

Além da resposta Th2, associada a uma doenca mais grave e disseminada e da
resposta Thl, associada a formas assintomaticas e brandas da PCM e a prote¢do, um
terceiro tipo de resposta, mediada por células Th1l7, tem sido amplamente explorado e
parece atuar nas infec¢Ges fungicas. O reconhecimento de fungos via dectina-1, induz,
preferencialmente, células Th1l7, tanto em humanos como em camundongos (50). A
resposta Th17, parece ser crucial na defesa contra fungos, como a Candida albicans,
resultando no recrutamento de neutrdéfilos. Camundongos knockout para IL-17 sdo
altamente suscetiveis a candidiase mucosa e disseminada (71). Alguns trabalhos também
tém mostrado que a resposta mediada pela IL-17 estd deprimida em pacientes com
infeccGes fungicas (40,43,46,51,76). Heninger et al. (11), estudando granulomas de
pulmdes infectados por Histoplasma capsulatum, observaram a presenca de IL-17 e IFN-y,

citocinas produzidas por células T CD4+ presentes no local da lesdo.
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Em alguns processos infecciosos, a producdo de IL-17 por células T CD4+ resulta
em uma resposta imunoldgica protetora para o hospedeiro. Em infeccbes por M.
tuberculosis foi demonstrado que a resposta Th17, além de gerar IL-17, induz outras
células presentes no local da infec¢do a produzirem IL-23 e IL-17, o que promove o influxo
de neutrdéfilos e, consequentemente, a resisténcia do hospedeiro a doenga (77). Em
relacao as infecgdes fungicas, a resposta do tipo Th17 pode estar associada a inflamagao
cronica, como acontece nas MO infectadas por C. albicans (43,78) . A IL-17 foi detectada
nos pulmdes de camundongos inoculados por via intra-nasal com conidios de P.
brasiliensis, em associacdo com macréfagos e neutrdfilos (79). Em trabalho recente de
nosso grupo, foi observado que células mononucleares do sangue periférico de pacientes
com a FA da PCM produzem maiores quantidades de IL-17, além de expressarem mais
RNAm para IL-17 e RORc comparado a pacientes com a FJ da doenca e controles saudaveis
(80).

Em nosso trabalho, a presenca de IL-17 em maior quantidade nas mucosas do que
em LNs de pacientes com PCM, bem como o infiltrado de neutréfilos, poderia estar
relacionado a uma eficiente resposta de defesa, que impediria a disseminacdo das células
fungicas. A IL-17 pode ser produzida por varios tipos de células, além de linfocitos T CD4+
(81). Nossos resultados mostraram que a grande expressdo de IL-17 nas mucosas ndo se
restringia, apenas, a células com caracteristica de linfocitos, mas também a macréfagos,
células gigantes e células epiteliais. Al-Ramili et al. (82) detectaram IL-17 em células do

epitélio respiratério de pacientes asmaticos. Pagliari et al (53) também descreveram a
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presenca de células IL-17+ e FOXP3+ em lesdes de pele e mucosa oral de pacientes com
PCM.

As células T regulatérias tém um papel fundamental na manutencao da tolerancia
aos constituintes proprios e na homeostase imunoldgica, e sdo caracterizadas pela
expressao do fator de transcricdo FOXP3, necessdrio para a sua geracdo e funcdo (83). As
células Treg migram para locais de infeccdo, onde exercem um controle da resposta
inflamatdria. Na PCM experimental foi demonstrado que o recrutamento de células Treg
dependente de CCR5, determina a magnitude da resposta Thl, de forma a favorecer a
persisténcia do patégeno no local da infeccdo (84). Ferreira et al (57) verificaram um
numero elevado de células Treg no sangue periférico de pacientes com a forma ativa da
PCM associada a maior expressao de TGF-3 e IL-10.

Em nosso trabalho, o fato das células Treg estarem praticamente ausentes nos
linfonodos, associado a presenca de intensa reacdo inflamatéria, sugere que possam ter
um papel no controle da resposta local. Por outro lado, a detec¢do dessas células em MO
(58,60) e pele (60), locais geralmente acometidos nas formas mais brandas e localizadas
da PCM, poderia indicar um controle da resposta inflamatéria exacerbada e da destruicdo
tecidual.

O TGF-B e a IL-10 s3o potentes citocinas imunossupressoras com efeitos benéficos
e deletérios na resposta do hospedeiro aos fungos. A IL-10 é prontamente produzida por
neutrdfilos, macréfagos, células dendriticas e células Treg e atua inibindo a resposta de
fagdcitos, a secregao de citocinas pro-inflamatérias como TNFa, IL-1B, IL-6 e IL-12 e a

resposta imune celular protetora. Entretanto, mais tardiamente no curso da infecgdo, a
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alta producdo de IL-10 pode ser benéfica por contribuir com a resolucdo da resposta
inflamatdria. Algumas evidéncias indicam que a producdo de IL-10 por células do sistema
imune inato, é responsavel pela prevencao da ativacao excessiva das funcdes efetoras da
resposta inata, enquanto que a IL-10 produzida por células Tregs é responsavel pelo
estabelecimento do comensalismo e, talvez, pela laténcia ou persisténcia do patdgeno.

Em nosso estudo a expressao de TGF-f foi maior nos LNs, conforme ja haviamos
observado previamente, tanto no sangue periférico (6), como em lesdes em LNs (52).
Assim como a IL-10, o TGF-3 tem propriedades imunossupressoras inibindo a resposta
proliferativa de células T e a ativacdo de macroéfagos, essencial para a defesa antifungica.

A presenca de células natural killers (NK) e linfécitos CD8+ nas lesdes de pacientes
com PCM poderia indicar um papel para os granulos citotéxicos na resposta de defesa
contra o fungo. Em trabalho anterior de nosso grupo, mostramos que células CD8+ de
pacientes com PCM apresentam atividade citotdxica diminuida em relagdo a individuos
assintomaticos (sem doenca), principalmente no que diz respeito a producdo de perforina
(85). No presente estudo verificamos que a expressdao de moléculas citotéxicas (granzima
B, perforina e granulisina) ficou restrita a um pequeno numero de células e sem diferenca
entre os tecidos analisados.

Em conjunto, os resultados sugerem que a producdo local de moléculas de adesao
e citocinas, pode estar relacionada a resposta imune diferencial observada nas duas
formas da doenca. No caso dos linfonodos (pacientes com a FJ da PCM), o
desenvolvimento de uma reacdo inflamatdria exacerbada (niumero elevado de células

CD68+, alta expressdo de IL-18, IL-1f3, IL-23 e ICAM-1), sem o controle de células Treg
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(FOXP3+) poderia levar a uma resposta imune deficiente e aumento da carga fungica. Por
outro lado, a produgdo de IFN-y e IL-17, com conseqlente ativacdo de macrofagos e
neutrdfilos, bem como a presenca de células Treg, poderia resultar em melhor controle da
resposta inflamatéria, resposta imune mais eficiente, e consequente controle da carga

fungica.
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Conclusdo




A analise do infiltrado celular, a expressao de citocinas e de ICAM-1 em linfonodos

e mucosa oral de pacientes com PCM mostrou diferengas marcantes:

Nos linfonodos (pacientes com a FJ da PCM) foi observada uma reacdo inflamatéria
intensa, caracterizada por um numero elevado de células CD68+ e alta expressao de IL-18,
IL-1B3, TGF-B e ICAM-1. Neste tecido as células Treg (FOXP3+) foram praticamente
ausentes. Neste caso, o desenvolvimento de uma reacdo inflamatdria exacerbada, sem o
controle de células Treg poderia levar a uma resposta imune deficiente e aumento da

carga fungica.

Na mucosa oral prevaleceu uma reacdao mais controlada com infiltrado misto de
macrofagos e neutrdéfilos, granulomas compactos e maior expressao de IFN-y e IL-17.
Células Treg foram visualizadas ao redor dos granulomas. O desencadeamento de uma
resposta Thl e TH17, com consequente ativacdao de macrdéfagos e neutréfilos, bem como a
presenca de células Treg poderia resultar em melhor controle da resposta inflamatdria,

resposta imune mais eficiente e controle da carga fungica.
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8.1. Andlise semi-quantitativa das reacdes de IHQ — Marcagao celular
A andlise semi-quantitativa mostrou um numero maior de células CD68+, CD3+ e
CD8+ nos LNs do que nas mucosas, enquanto que células CD15+ e FOXP3+ foram mais
freqlientes nos cortes de MO comparado aos LNs. Ndo foram observadas diferencas entre
a quantidade de células CD56+ nos dois tipos de tecidos.

Tabela 3: Anadlise semi-quantitativa da marcagao celular

Nome Idade Sexo Tecido* CD68 CD15 CD3 CD8 CD56 FOXP3
(anos) (F/M)

SCGS 10 F LN +++ + +++ 4+ + =
WOM 12 M LN +++ + +++ +++ ++ -
DPS 15 F LN +++ ++ +++ 4+ + >
\Y 10 F LN +++ + +++ + -
AMBS 12 M LN ++ + +++ 4+ + -
FFF 30 M LN +++ + +++ 4+ ++ -
VTC 22 M LN +++ + +++ 4+ ++ +
GBS 35 M LN ++ +++ ++ ++ ++ +
YSS 11 M LN +++ + +++ + =
JCA 19 M LN +++ + +++ 4+ + -
CA 14 M LN +++ + +++ 4 ++ =
MAXM 10 M LN ++ + +++ 4+ + -
SCS 8 F LN +++ + +++ 4+ ++ -
DGSA 22 M LN +++ + +++ o+ ++ -
MAS 39 F LN ++ +++ +++ 4+ + ++
JLM 42 M MO ++ +++ ++ ++ + ++
AC 60 M MO ++ +++ + ++ + +
JFP 49 M MO + +++ + + ++ ++
GMGG 45 M MO + +++ ++ ++ + ++
BGF 47 M MO F + + + ++ ++
JFM 47 M MO ++ +++ ++ ++ + ++
FTS 47 M MO + +++ + + + +++
VC 45 M MO ++ +++ ++ ++ ++ ++
AMA 51 M MO ++ +++ ++ ++ ++ ++
AAB 29 M MO ++ ++ + + + +++
SLA 51 M MO + +++ + + + ++
MLL 40 F MO + +++ ++ ++ + +++
IS 58 M MO ++ +++ ++ ++ ++ ++
ACPC 48 M MO ++ +++ ++ ++ + ++
T 60 M MO + +++ ++ ++ + +++

*LN: linfonodo, MO: mucosa oral; - auséncia, + presenca leve, ++ presenca moderada, +++
presencga intensa

Apéndice 87



8.2. Andlise semi-quantitativa das reacoes de IHQ - Expressao de citocinas

A analise semi-quantitativa mostrou maior expressao de IL-18, ICAM-1 e TGF-f3 nos
LNs, enquanto que nas mucosas foi detectada maior quantidade de IFN-y e IL-17. As
citocinas IL-10 e IL-23 foram intensamente expressas nos dois tipos de tecido, sem
diferencas significativas. Por outro lado, a expressdo de IL-12 foi minima tanto nos LNs
como nas mucosas (Tabela 4).

Tabela 4: Andlise semi-quantitativa da expressao de citocinas

Nome Idade Sexo  Tecido* IL-12 IL-18 |IFN-y ICAM-1 IL-17 IL-23 TGF-f IL-10
(anos)  (F/M)

SCGS 10 F LN + ++ + +++ + +++ +++ +++
WOM 12 M LN ++ ++ ++ +++ ++ ++ ++ +++
DPS 15 F LN + +++ + +++ + +++ ++ ++

\Y 10 F LN + ++ + +++ + +++ +++ ++
AMBS 12 M LN + ++ ++ +++ + ++ +++ +++
FFF 30 M LN ++ ++ + +++ ++ +++ +++ ++
VTC 22 M LN + +++ + +++ ++ ++ ++ +++
GBS 35 M LN + +++ + +++ ++ +++ +++ +++
YSS 11 M LN ++ ++ + +++ + ++ ++ ++
JCA 19 M LN + ++ + +++ + +++ +++ ++
CA 14 M LN + ++ ++ +++ ++ ++ +++ +++
MAXM 10 M LN ++ +++ + +++ + +++ ++ ++
SCS 8 F LN + ++ + +++ ++ ++ +++ +++
DGSA 22 M LN ++ ++ + +++ ++ ++ +++ ++
MAS 39 F LN + +++ + +++ + ++ ++ +++
ILM 42 M MO + ++ +++ ++ +++ +++ ++ ++
AC 60 M MO ++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++
JFP 49 M MO + ++ +++ ++ ++ ++ +++ +++
GMGG 45 M MO ++ ++ ++ ++ +++ +++ ++ ++
BGF 47 M MO + + +++ ++ ++ +++ +++ ++
JFM 47 M MO + ++ ++ + +++ ++ ++ +++
FTS 47 M MO F ++ ++ + ++ +++ + ++
VC 45 M MO + ++ ++ + +++ ++ ++ +++
AMA 51 M MO F ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++
AAB 29 M MO ++ + +++ + ++ +++ ++ ++
SLA 51 M MO F ++ +++ ++ +++ ++ +++ ++
MLL 40 F MO + ++ +++ + ++ +++ ++ ++
IS 58 M MO F ++ +++ ++ +++ ++ ++ +++
ACPC 48 M MO + ++ ++ + ++ ++ ++ ++
NT 60 M MO ++ + +++ ++ + +++ ++ ++

*LN: linfonodo, MO: mucosa oral; + marcac¢do leve, ++ marca¢dao moderada, +++ marcagao intensa
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8.3. Analise semi-quantitativa das reagdes de IHQ- Moléculas citotdxicas

N3do encontramos diferencas na expressao das moléculas citotdxicas na analise

semi-quantitativa nos dois tipos de tecido.

Tabela 5: Andlise semi-quantitativa da expressao de moléculas citotdxicas.

Nome Idade Sexo Tecido* Granzima -B Perforina  Granulisina
(anos) (F/M)

SCGS 10 F LN +++ ++ ++
WOM 12 M LN +++ + ++
DPS 15 F LN +++ ++ ++
1\ 10 F LN +++ +++ +++
AMBS 12 M LN ++ ++ ++
FFF 30 M LN +++ ++ ++
VTC 22 M LN +++ ++ ++
GBS 35 M LN ++ +++ ++
YSS 11 M LN +++ ++ ++
JCA 19 M LN +++ ++ ++
CA 14 M LN +++ +++ ++
MAXM 10 M LN ++ ++ ++
SCS 8 F LN +++ ++ ++
DGSA 22 M LN +++ ++ +++
AMS 39 F LN ++ +++ ++
JILM 42 M MO ++ +++ +++
AC 60 M MO ++ +++ +++
JFP 49 M MO ++ +++ +++
GMGG 45 M MO ++ +++ +++
BGF 47 M MO ++ ++ ++
JFM 47 M MO +++ +++ +++
FTS 47 M MO ++ +++ ++
VC 45 M MO ++ +++ +++
AMA 51 M MO +++ +++ +++
AAB 29 M MO ++ ++ ++
SLA 51 M MO ++ +++ +++
MLL 40 F MO ++ +++ +++
IS 58 M MO +++ +++ ++
ACPC 48 M MO ++ +++ +++
UT 60 M MO ++ +++ +++
*LN: linfonodo, MO: mucosa oral; + presenga leve, ++ presenga moderada, +++ presenca
intensa
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8.4. Controle Negativo
O controle negativo consistiu em uma lamina do mesmo tecido analisado, na qual
o anticorpo primario foi substituido por PBS-BSA para avaliar a especificidade da reagao

do anticorpo primario (fig. 30).

negativo ( aumento 400X). Setas: Leveduras de P. brasiliensis

Apéndice 90



8.5. Aprovacao do comité de ética

Fundac8o S50 Paulo -

Pontificia Universidade Catélica de Sdo Paulo

come ) -

Centro de Cigndas Médicas e Biolégicas Hospital Santa Lucinda .
Praga Dr. José Ermirio de Moraes, 290 Rua Claudio Manuel da Costa, 57
CEP 18030-230 - Sorocaba - SP CEP 18030-230 - Sorocaba - SP
Telefone: (015) 3212.9900 - Telefax: (015) 3212.9900 /9837 /9935
Telefax: (015) 3212.9879 Caixa Postal 1570

Caixa Postal 1570 ‘www.sorocaba.pucsp.br

Comité de Etica em Pesquisa

Sorocaba, 10 de dezembro de 2008.

Ilma. Sra. .
Rosiane Maria da Silva
Pesquisador responséavel

Ref APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA E EMENDAS

O Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias Médicas e Biologicas
de Sorocaba-PUC/SP informa que aprovou em reunido ordinaria realizada em 09.12.08.

Projeto de pesquisa: “Participaciio da IL-18, TL-12 e TL-17 na resposta
inflamatéria ao Paracoccidioides brasiliensis” e o parecer do relator.
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