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RESUMO



A paracoccidioidomicose (PCM) causada pelo fungo dimorfico
Paracoccidioides brasiliensis é a micose sistémica de maior prevaléncia na
América Latina. Apresenta duas formas clinicas principais: a forma Adulta (FA) e a
forma Juvenil (FJ). Com o objetivo de caracterizar a resposta inflamatoria local na
PCM, analisamos por imunoistoquimica, a populacéo celular (CD4, CD8, CD15 e
CD68), a expressao das citocinas TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), TGF-
B (transforming growth factor beta), IL-10 (interleucina 10) e da enzima O6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS), em biopsias de mucosa oral de pacientes com a
FA e linfonodos de pacientes com a FJ da PCM. De modo geral, as lesdes
caracterizaram-se pela presenca de granulomas formados por células epitelidides
e células gigantes (CD68+) circundados e permeados por linfécitos TCD4+ e
TCD8+. Enquanto que em lesdes de pacientes com a FJ da PCM havia
predominancia de células CD68+ (macrofagos, células epitelidides e gigantes),
em pacientes com a FA foi observado infiltrado misto, composto por macréfagos,
plasmdcitos e neutréfilos. O nimero de células fungicas encontradas nas lesbes
de linfonodos de pacientes com a FJ foi mais elevado do que em mucosa oral de
pacientes com a FA da PCM. O ndmero de células expressando TNF-a
(macrofagos, neutréfilos e células gigantes) e INOS (macréfagos) foi semelhante
tanto em linfonodos, como em mucosa oral. Por outro lado, em linfonodos o
namero de células positivas para TGF-B e IL-10 foi acentuadamente maior. Em
bidpsias de pacientes com FA a expressao de iNOS foi observada em um namero

pequeno de macrofagos, distribuidos na periferia dos granulomas, e em pacientes
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com a FJ a expressdo desta enzima foi observada em células gigantes e em
macréfagos esparsos e em contato com as células do fungo. Os resultados
obtidos sugerem que a producdo aumentada de citocinas supressoras da ativagao
de macréfagos em lesdes de pacientes com FJ da PCM pode estar contribuindo

para a forma mais grave e disseminada da doenca.
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1. INTRODUCAO



A paracoccidiodomicose (PCM) ¢é micose sistémica causada pelo
Paracoccidioides brasiliensis, fungo dimoérfico imperfeito, de habitat natural
desconhecido, que cresce na forma de levedura nos tecidos do hospedeiro ou em
cultura a 37° C, e na forma filamentosa (micélio) em temperaturas mais baixas
(FRANCO, 1987; FRANCO et al, 1989; BRUMER, CASTANEDA & RESTREPO,
1993; SAN-BLAS, 1993). E a doenca flingica de maior prevaléncia na América
Latina, principalmente no Brasil, acometendo, em sua grande maioria, homens na
faixa etaria de 30 a 50 anos. A PCM é a 82 causa de morte entre as doencas
infecciosas e parasitarias, sendo as regides Sul e Sudeste do Brasil endémicas
para a doenca (FRANCO, 1987; FRANCO et al, 1989; LACAZ, 1956; MARQUES
et al, 1983; BLOTTA et al, 1999; TRAVASSOS, 2000; BORGES-WALMSLEY et al,

2002).

A infeccdo pelo P. brasiliensis se da por via respiratéria, através da inalacao
de propagulos do fungo, afetando primeiro os pulmdes, e entdo se disseminando
para outros 6rgaos e sistemas (FRANCO et al, 1989; BRUMER, CASTANEDA &
RESTREPO, 1993). Nos pulmdes, ocorre a passagem do fungo da forma
miceliana para leveduriforme, resultante de mudangas na sintese de constituintes
celulares (SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1982; SALAZAR & RESTREPO, 1984; SAN-

BLAS et al, 1987).

Duas formas clinicas principais da PCM sao reconhecidas: forma aguda ou
juvenil (FJ) e a forma crbnica ou adulta (FA). A forma juvenil representa apenas 3

a 5% de todos os casos, € de curso rapido (semanas a meses) € acomete o
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sistema fagocitico mononuclear (linfonodos, placas de Peyer, baco, figado,
medula 6ssea). Ocorre em criangas e adultos jovens, dissemina-se rapidamente,
apresentando-se de maneira grave e com pior prognéstico (MONTENEGRO,

1986; FRANCO et al, 1987).

Em estudos anteriores, mostramos que pacientes com a FJ da PCM
apresentam resposta imune do tipo Th2 (T helper 2) com a producéao preferencial
de IL-4, IL-5, TGF-B e anticorpos especificos do tipo IgG4 e IgE, contribuindo para
um padrao de doenca mais grave (MAMONI et al, 2002, OLIVEIRA et al. 2002).
Outro achado caracteristico nesta forma clinica é o elevado numero de eosindfilos
no sangue periférico, no inicio da doenca (OLIVEIRA et al. 2002). Pacientes com a
FJ da PCM, virgens de tratamento, apresentam resposta imune celular suprimida,
caracterizada por teste cutaneo negativo e resposta linfoproliferativa reduzida a
antigenos do fungo (paracoccidioidina ou gp43) (Benard et al. 1996, Oliveira et al.

2002).

A forma adulta da PCM representa mais de 90% dos casos, a maioria
homens adultos, envolvidos com o trabalho na lavoura. As manifestacdes clinicas
da doenca podem ocorrer de forma localizada (unifocal), sendo o pulmao o
principal 6rgao acometido, ou comprometendo varios érgaos (forma crdnica
multifocal), como pulmdes, pele, mucosas e adrenais (MONTENEGRO, 1986;

MOTA et al, 1985; BRUMMER, CASTANEDA & RESTREPO, 1993).

A resposta imune nos pacientes com a forma adulta da PCM, varia dentro

de um espectro com extremos de alta e baixa resisténcia. Desta forma, pacientes
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podem apresentar resposta celular preservada, com baixos niveis de IL-4 e IL-5,
producdo de anticorpos da classe IgG1 e resposta proliferativa a antigenos do
fungo, compativel com a forma unifocal mais branda da doenca. Por outro lado,
pacientes com a forma adulta disseminada evoluem para uma imunossupressao
da resposta imune celular, com alta producédo de anticorpos especificos do tipo
IgE, 1gG4 e IgA, e de citocinas Th2, semelhante ao que ocorre na forma juvenil da
doenca (FRANCO et al, 1987; FRANCO et al, 1989; MAMONI et al, 2002;
OLIVEIRA et al, 2002).

E importante salientar que, mesmo em contato com o fungo, a maioria dos
individuos consegue conter a infeccdo, ndo desenvolvendo a doenca. Isso é
evidenciado pela elevada incidéncia de testes cutdneos de hipersensibilidade
tardia positivo em moradores de regides endémicas. Esses individuos nao
apresentam qualquer sinal da doenca, sendo essa condicdo denominada de PCM
infecgdo (CAMPOS & FAVA-NETO, 1978; MOK & FAVA-NETO, 1978; ANDRADE
et al, 1984; ZEMBRZUSKI et al, 1996). Individuos com PCM infec¢ao apresentam,
intensa resposta linfoproliferativa a antigenos do fungo, auséncia de anticorpos
especificos e padrdao de resposta Th1 (T helper 1), com producdo de IFN-
y (interferon gama), TNF-a e IL-2, e baixos niveis de IL-4, IL-5 e IL-10 (OLIVEIRA

et al, 2002; OLIVEIRA, MAMONI & BLOTTA, 2002).

O desenvolvimento de modelos experimentais de resisténcia ou
suscetibilidade a infeccdo pelo P. brasiliensis permitiu grande avango no

conhecimento dos mecanismos imunolégicos envolvidos na doenca (CALICH et al,

Introdugéo
4



1985). Camundongos suscetiveis ao P. brasiliensis (B10.A), desafiados com gp43,
demonstram elevada producédo in vitro de IL-10, e baixos niveis de IL-2 e IFN-y.
Esses camundongos, apresentam resposta imune celular suprimida e producgao de
altos niveis de anticorpos, semelhante a forma juvenil humana. Por outro lado,
camundongos resistentes (A/Sn) produzem, apés estimulo, IL-2 e IFN-y, mas nao
IL-10, observando-se baixos niveis de anticorpos especificos, resposta cutanea

positiva a antigenos do fungo e macréfagos ativados (CALICH & KASHINO, 1998).

Em camundongos resistentes a infeccdo pelo P. brasiliensis, as células
apresentadoras de antigenos (APCs) sao preferencialmente macréfagos,
produtores de IL-12, que induzem células Th1, enquanto que em camundongos
suscetiveis a apresentacado de antigeno se da por intermédio de células B, que

estimulam linfécitos Th2 produtores de IL-4 e IL-10 (ALMEIDA et al, 1998).

Estudos experimentais e em pacientes com PCM estabeleceram que a
resisténcia contra o fungo é baseada principalmente nas atividades das células T
e macréfagos, mediadas por IFN-y e outras citocinas Th1. Macréfagos atuam
como a primeira linha de defesa do hospedeiro (CANO et al, 1995; BOCCA et al,
1998). Foi demonstrado que a estimulacdo de macréfagos com IFN-y in vitro leva
a fagocitose eficiente das células fungicas, nao ocorrendo 0 mesmo na auséncia
da citocina (CANO et al, 1992, CALICH & KASHINO, 1998; RODRIGUES et al,

1999).

Tanto em camundongos resistentes como suscetiveis a infeccdo por P.

brasiliensis, a deplecao de IFN-y exacerba a infeccdo pulmonar levando a
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disseminagdo precoce do fungo para varios tecidos. Estes achados foram
confirmados em estudos com camundongos knockout para IFN-y (CANO et al,

1998; SOUTO et al, 2000; DEEPE et al, 2000).

O IFN-y ativa os macréfagos estimulando seu metabolismo oxidativo
(NATHAN et al, 1983) e sua capacidade de produzir TNF-a (LAKE et al, 1994).
Assim como na infeccao experimental (SOUTO et al. 2000, KASHINO et al. 2000,
GONZALEZ et al, 2000), na PCM humana o IFN-y possui importante papel protetor
provavelmente estimulando a ativagdo de macréfagos e inibindo a replicacédo do P.
brasiliensis (MOSCARDI-BACCHI et al, 1994; KARHAWI et al. 2000, OLIVEIRA et
al. 2002). Também estimula leucécitos polimorfonucleares (PMNs), que atuam na

destruicao do fungo (BOCCA et al, 1998; GONZALEZ et al, 2000).

Atuando de modo sinérgico ao IFN-y, o TNF-a estimula macréfagos e
células T, sendo essencial para a resisténcia do hospedeiro contra infec¢des por
microrganismos intracelulares. O TNF-a é citocina produzida principalmente por

células mononucleares em resposta a estimulos infecciosos ou imunoldgicos

(MARTIM-OROZCO et al, 2001).

CALICH e KASHINO (1998) observaram que camundongos resistentes a
infeccao por P. brasiliensis produzem mais TNF-a e menos TGF- em resposta
ao fungo. Da mesma forma, camundongos inoculados com isolados avirulentos do
P. brasiliensis produzem niveis elevados de TNF-a, quando comparado com

camundongos infectados por isolados virulentos, sugerindo que esta citocina
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possa ter papel na modulacao da resposta ao fungo (FIGUEIREDO, ALVES &

SILVA, 1993).

Assim como na PCM experimental, na doengca humana, o TNF-a participa
da ativacdo de macréfagos independente da célula T e da producdo de IFN-
v (SILVA & FIGUEIREDO, 1991). Células mononucleares do sangue periférico de
pacientes com a FA e individuos PCM-infecgdo produzem niveis mais elevados,
tanto de TNF-a como de IFN-y, do que pacientes com a FJ da PCM, o que
poderia estar associado a uma maior resisténcia a doencga (OLIVEIRA et al, 2002;
OLIVEIRA, MAMONI & BLOTTA, 2002). Por outro lado, citocinas inibidoras da
producdo de TNF-a e IFN-y,como o TGF-B e a IL-4, sdo encontradas em maior
concentragcdo em pacientes com a forma juvenil, geralmente mais grave e
disseminada (MAMONI et al, 2002; OLIVEIRA et al, 2002). Niveis elevados de
TNF-a também  foram  encontrados no soro de pacientes com

paracoccidioidomicose (SILVA & FIGUEIREDO, 1991; SILVA et al, 1995)

A resposta inflamatéria mediada por citocinas como IL-1, TNF-a e IFN-y, em
resposta a produtos liberados por microrganismos (lipopolissacarideo - LPS),
desencadeia a producao de diversas enzimas (fosfolipase A 2, cicloxigenase 2,
oxido nitrico sintase induzivel), quimiocinas e moléculas de adesdo. Essas
enzimas por sua vez induzem a producao de substancias inflamatérias, como fator
ativador de plaquetas (PAF), leucotrienos, prostaglandinas e 6&xido nitrico,
enquanto que o aumento da expressao de moléculas de adesao e de quimiocinas

participam da migracdo e ativacdo de células para o sitio inflamatério. Esses
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fatores em conjunto levam a destruicao tecidual e a perda de funcao observada na

resposta inflamatoria (DINARELLO, 2000).(Figura 1)

( IL-1. TNF., IFN-y )
v

PLA; (Il), COX-2, iNOS, T Moléculas de
adesao endotelial, Sintese de quimiocinas

v

PAF, PGE,, Leucotrienos, NO, Adesao de neutrofilos
ao endotélio, Migracao e ativacao de neutréfilos

v

C Inflamacao, Destruicao tecidual, Perda de funcao )

Figura 1: Representagdo esquematica da cascata inflamatéria induzida por citocinas. Abreviagoes:
PLA2 (ll) - fosfolipase A Il; COX-2- ciclooxigenase-2; iNOS- 6xido nitrico sintase induzivel; PAF-

fator ativador de plaquetas; PGE2 — prostaglandina E 2; NO-6xido nitrico.
DINARELLO, C.A. — Chest, 118 (2): 503-508, 2000.

O NO é um mediador essencial para uma variedade de fungdes bioldgicas,
incluindo a defesa contra patégenos, agregacao de plaquetas, citotoxicidade, entre
outras (LIEW, 1994). E produzido a partir da enzima 6xido nitrico sintase (NOS),
que apresenta trés isoformas distintas codificadas por genes separados. As
isoformas expressas constitutivamente, em baixas concentracdes, sdo a NOS1 ou
NNOS, sintetizada por neurbnios, e a NOS3 ou eNOS produzida em células

endoteliais (HARRISON, 1997; NATHAN, 1997).
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A terceira isoforma (INOS/NOS2 - Oxido nitrico sintase induzivel), é
produzida apenas ap0s estimulos imunoldgicos, em macrofagos e hepatécitos, em
guantidades superiores aos niveis constitutivos. In vitro, a expressao desta enzima
esta associada a producao de NO e a liberagdo de seus metabdlitos, como nitrato,
nitrito e peroxinitrito (SHEFFLER et al, 1995; MACMICKING, XIE & NATHAN,
1997). Os efeitos citostatico e citotéxico do NO dependem da inducdo da enzima
oxido nitrico sintase (NOS), apés ativacao de macréfagos por LPS, IFN-y e TNF-a.
A NOS catalisa a sintese de NO pela conversédo de L-arginina em L-citrulina. Na
célula-alvo, o NO combina-se com grupos metais de enzimas responsaveis pela
sintese de DNA e pelo ciclo respiratério, levando a morte celular. A inducdo da
enzima NOS é inibida pela administracdo de glicocorticbides (MONCADA &

HIGGS, 1993). (Figura 2)

LPS IFN-y  TNF-a

Glicocorticéides

Enzimas da cadeia
respiratoria da
mitocondria

Enzimas
a sintetizadoras de
DNA

K L-arg NO / o

Macroéfago Célula alvo

Figura 2: Mecanismos de agdo do NO na célula-alvo. Abreviagdes: LPS-lipopolissacarideo; L-arg-
L-arginina; NO- 6xido nitrico; INOS - 6xido nitrico sintase induzivel.

Adaptado de MONCADA & HIGGS, N. Engl. J. Med. 30: 2002-2012, 1993.
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A acéo citotéxica do NO em humanos é controversa. Alguns autores
sugerem que macrofagos humanos necessitam de sinais adicionais para a
inducdo de iINOS (SCHOEDON et al, 1987; WERNER et al, 1989), como a acéo
conjunta de TNF-a. e IFN-y com LPS (DINARELLO, 2000); outros acreditam que
as células humanas produzem inibidores autécrinos ou mesmo moléculas téxicas
que estariam suprimindo a inducdo de INOS (OSWALD et al, 1992), como as
citocinas imunossupressoras IL-10 e TGF-p (GAZZINELLI et al, 1992;

VODOVOTZ, 1997).

A atividade microbicida dos macréfagos através da producado de oéxido
nitrico (NO) ou outros 6xidos de nitrogénio, tem sido demonstrada em resposta a
diferentes agentes infecciosos como Leishmania major, Mycobacterium bovis,
Toxoplasma gondii, Schistosoma mansoni e Trypanosoma cruzi (GREEN et al,
1990; GREEN & NACY, 1993; LIEW, 1993; VESPA et al, 1994, BOCCA et al,

1998).

Na criptococose experimental, a expressdo de iINOS estd associada com
resposta celular protetora. GOLDMAN et al (1996) verificaram que a expressao
desta enzima coincide com a formacgéo de granulomas e precede a diminuicdo da
carga fungica nos pulmdes, sugerindo a participacdo do NO no combate ao fungo.
Observaram também que citocinas promotoras e inibidoras da expressao de iNOS
por macréfagos (IFN-y e TGF-B, respectivamente) podem ser detectadas por

imunoistoquimica ao redor do granuloma iNOS positivo.
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Assim como na criptococose, na tuberculose experimental o NO tem
importante papel na morte da micobactéria, principalmente na fase inicial da
infecgdo. Entretanto, sua participagcdo também foi relacionada ao dano tecidual
observado durante a fase tardia da doengca (HERNANDEZ-PANDO et al, 2001).

Na histoplasmose murina, a atividade microbicida dos macrofagos €
dependente da expressao de iINOS e da producao de NO. Durante a infecgao por
Histoplasma, macréfagos sao ativados para produzirem NO, o qual regula
negativamente a expansao de linfécitos T pela inducdo da apoptose dessas
células, controlando o crescimento do fungo (LANE et al, 1994; NAKAMURA, WU-
HSEH & HOWARD, 1994). O NO, além de participar da morte do fungo, participa

da manutencao da homeostase (WU-HSHIEH et al, 1998).

Resultados obtidos tanto in vivo (BOCCA et al, 1998) como in vitro
(GONZALEZ et al, 2000) apontam a producdo de NO como um mecanismo de
defesa utilizado por macrofagos ativados contra a infeccdo por P. brasiliensis.
Macréfagos de camundongos infectados por P. brasiliensis sao capazes de
controlar a multiplicacdo do fungo, através da producéao de NO induzido por IFN-y,
indicando ser este um mecanismo importante na contencdo da infeccao
(GONZALEZ et al, 2000). A producdao de peroxido de hidrogénio (H20,)
relacionada com a resisténcia em algumas infecgcdes, como tuberculose (DENIS et
al, 1988) e leishmaniose (BLACKWELL et al, 1988), parece nao estar envolvida na
resposta de defesa na PCM experimental. NASCIMENTO et al (2002) néao

observaram diferengas na producao de H>O. tanto em camundongos resistentes

Introdugéo
11



como suscetiveis, sugerindo que a morte do fungo na PCM experimental é

independente deste fator.

NASCIMENTO et al (2002), em estudo experimental com camundongos
resistentes e suscetiveis a infeccdo por P. brasiliensis, também verificaram que
macréfagos de camundongos suscetiveis produzem niveis elevados e constantes
de NO, enquanto que a producédo de TNF-a foi predominante em camundongos
resistentes. Estes resultados indicam que a producdo de TNF-a esta associada
com a resisténcia a infecgdo, enquanto a produgcdo de NO, em altos niveis, pode

estar relacionada a suscetibilidade.

Apesar de representar um mecanismo de defesa contra a infeccdo por P.
brasiliensis (GONZALEZ et al, 2000; NASCIMENTO et al, 2002), o NO parece
estar envolvido na imunossupressao, observada em modelos experimentais, por
inibir a linfoproliferacdo, a producdo de TNF-a e a expressao de moléculas do
MHC (complexo principal de histocompatibilidade) classe Il por APCs (BOCCA et
al, 1998, 1999). De fato foi observado que o tratamento de camundongos
infectados por P. brasiliensis com nitro-arg (inibidor de NO) preveniu a diminuicao
da resposta celular, confirmando seu papel na imunossupressdo observada

durante a doenca (BOCCA et al, 1998; NASCIMENTO et al, 2002).

A inducao de NO é regulada positivamente por citocinas Th1 (IFN-y, e TNF-
a) (DINARELLO, 2000) e negativamente por citocinas anti-inflamatérias como o

TGF-p (VODOVOTZ, 1997) e a IL-10 (MOORE et al, 2001).
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O TGF-p é produzido por polimorfonucleares (PMN), macréfagos e linfocitos
e apresenta inumeras funcbes, muitas delas antag6nicas (MACCARTNEY-
FRANCIS & WAHL, 1994). Suprime a proliferacao e diferenciacao de células T e
B, e limita a producao de IL-2, IFN-y e TNF-a, além de atuar em mondcitos e
macroéfagos inibindo a producéo de iINOS (CLARK & COKER, 1998; CERWENKA
& SWAIN, 1999; OPAL & DEPALO, 2000). Tem acdo sobre a expressdao de
moléculas de adesao e apresenta atividade quimiotatica para células inflamatoérias,

interferindo na migracao celular.

In vitro, o TGF-p influencia a diferenciacao dos precursores da célula T em
Th1 ou Th2 (NAGELKERKEN et al, 1993; PAWELEE et al, 1996), além de regular
negativamente fungdes dos macrofagos, como a produgcdo de IL-12 e NO
(VODOVOTZ et al, 1993; TAKEUCHI et al, 1998). In vivo, o TGF- desempenha
papel regulador no controle da patogénese de muitas doengas autoimunes e
inflamatorias, por inibir tanto a resposta Th1 como Th2 (SANTAMBROGIO et al,

1993; POWRIE et al, 1996).

Em estudos anteriores, detectamos niveis elevados de TGF- em soro de
pacientes com a forma juvenil da PCM. Esta citocina participa do switch de IgA,
justificando niveis elevados dessa imunoglobulina nesses pacientes. Além disso, a
alta producao de uma citocina com atividade inibidora da resposta imune celular,
como o TGF-B, poderia estar contribuindo para a maior gravidade da doenca
observada no grupo estudado (MAMONI et al, 2002). Estes resultados estdo de

acordo com CALICH & KASHINO (1998), que verificaram intensa producao de
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TGF-B por macréfagos peritoneais de camundongos suscetiveis, cultivados in vitro
na presenca e na auséncia de antigenos do fungo quando comparado a
macrofagos de camundongos resistentes.

Na tuberculose, niveis elevados de TGF-B também foram detectados em
pacientes com formas graves e avangadas da doencga, estando relacionado ao
desenvolvimento de fibrose pulmonar (TOOSSI et al, 1995; DLUGOVITZKY et al,

1999).

Na infeccdo experimental por Cryptococcus neoformans, a incapacidade em
controlar a infecgao pulmonar foi atribuida a producéo insuficiente de citocinas Th1
e INOS, revertida pela administracdo de IL-12. Conhecida como um potente
ativador da producdo de IFN-y por células T e natural killer , a IL-12 tem sido
amplamente utilizada tanto em estudos experimentais como clinicos, com o
objetivo de induzir protecdo em infeccbes causadas por microrganismos
intracelulares (HEINZEL et al, 1993; GAZZINELLI et al, 1994; KAWAKAMI et al,

1996).

A inibicdo da producdo de NO mediada pelo TGF-B é resultado de seus
efeitos sobre a transcricdo de numerosos fatores que modulam a expressao da
INOS. Dentre esses, pode-se destacar a inibicao de promotores de transcricao do
gene da iINOS, como o NFKB e a diminuicao da estabilidade do RNAm e de sua
traducdo. Além disso, o TGF-B pode interferir na sintese de cofatores, como a
tetrahidrobiopterina (BH4) resultando na diminuicdo da atividade enzimatica da

iINOS (VODOVOTZ, 1997) (Figura 3).
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Figura 3: Mecanismo de regulacao negativa da producao de NO por TGF-8.
VODOVOTZ, Y. - Nitric Oxide: Biol. Chem. 1(1): 3-17, 1997.

Assim como o TGF-B, a interleucina-10 (IL-10) regula negativamente a
producao de citocinas Th1 (principalmente IL-2 e IFN-y), TNF-a, IL-1 e IL-6, além
de inibir a formagdo de NO e desativar APCs como mondcitos e macrofagos
(OPAL, WHERRY & GRINT, 1998). A IL-10 € mediador anti-inflamatério produzido
por macréfagos, linfécitos Th2 e células B (OPAL & DEPALO, 2000). A exposicéao
a IL-10 leva a diminuicdo da expressao de moléculas do MHC classe Il e de

moléculas coestimulatérias, como B7.1, B7.2 e ICAM (molécula de adesao inter-

celular) em APCs (OPAL, WHERRY & GRINT, 1998). O tratamento com IL-10

Introdugéo
15



inibe o desenvolvimento da atividade citotéxica de macréfagos estimulados por
IFN-y contra parasitas intra e extracelulares, devido ao bloqueio da producao de
NO se dar por mecanismo indireto, envolvendo a inibicao da sintese de TNF, sinal
co-estimulatério autdcrino para a produgdo do NO (MONCADA & HIGGS, 1993)
(figura 2).

BENARD et al (2001) verificaram que células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com a FA e FJ da PCM produzem baixos niveis de IL-2 e
IFN-y, em contraste com niveis elevados de IL-10. Em trabalhos prévios, nosso
grupo observou que, embora ndo houvesse diferenca entre a FJ e FA da PCM
quanto a producao de IL-10 in vitro, células mononucleares do sangue periférico
de individuos com PCM-infeccdo secretam quantidades muito pequena dessa
citocina. Os baixos niveis de IL-10, associados a presenca de TNF-a e IFN-y,
poderiam estar contribuindo para a maior resisténcia a infeccdo observada neste
grupo (OLIVEIRA et al, 2002).

Tem sido demonstrado que IL-10 e TGF-p atuam em conjunto na supressao
da sintese de NO por macroéfagos ativados, inibindo a capacidade microbicida
destas células (GAZZINELLI et al, 1992, OSWALD et al, 1992).

Os estudos descritos demonstram que o perfil de citocinas produzidas
durante uma infeccao exerce influéncia importante no tipo de resposta imune que
irdA se desenvolver. Estes perfis podem ser determinantes de prote¢cdo ou
suscetibilidade, bem como decidem a natureza da destruicdo celular no sitio da

infeccdo (O'GARRA, 1996).
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Nos tecidos, a resposta ao P. brasiliensis é caracterizada pela formacao de
granulomas, com participacdo ativa de células T, atuando no recrutamento e na
ativagdo dos macrofagos. Evidéncias diretas e indiretas indicam que o granuloma
causado pelo P. brasiliensis esta relacionado com a resposta imune do
hospedeiro, na tentativa de destruir, bloquear e limitar o fungo prevenindo sua
multiplicacdo (FRANCO, 1986).

A presenca do fungo sensibiliza os linfécitos do hospedeiro, os quais se
concentram no sitio de interagdo com o patégeno, e secretam diferentes citocinas
(FRANCO, 1986). A formacao dos granulomas se deve principalmente a producao
de TNF-a em resposta aos componentes da parede do fungo (FIGUEIREDO et al,
1993; de BRITO & FRANCO, 1994). A secrecédo das citocinas € acompanhada de
edema local e vasodilatagdo, ativacdo de macréfagos, diferenciagcdo e maturacao
em células epitelidides, ativacao de fibroblastos e aumento na sintese de colageno
(FRANCO, 1986).

Esses granulomas séo constituidos por macréfagos e linfocitos, sendo que
os primeiros localizam-se na porcao central e os ultimos ao redor destes. Células
gigantes, formadas a partir da fusdo de macréfagos, sdo caracteristicamente
encontradas no interior dos granulomas (FRANCO et al, 1989).

Técnica de imunoistoquimica usando anticorpo monoclonal especifico para
células T (CD4 e CD8), revelaram uma predominancia de células TCD4+ em
bidpsias de tecido (pele, mucosa e linfonodos) de pacientes com formas aguda e

crébnica da PCM (MOSCHARDI-BACHI et al, 1989).
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DEFAVERI et al (1999), estudando biépsias de pulmbes de camundongos,
infectados com P. brasiliensis por via intratraqueal, verificaram inicialmente a
presenca de muitos focos inflamatérios contendo fungos e neutréfilos, formando
granulomas frouxos. Os linfocitos localizados ao redor de vasos do intersticio
peribronquiolar eram principalmente do tipo B. Os fungos presentes nos

granulomas estavam envolvidos por células expressando IL-2 e IFN-y . Além

destas citocinas, os autores também detectaram IL-4 e TNF-a no foco inflamatoério.

TNF-a. e TGF-B foram detectadas em pulmbdes de camundongos com
fiborose decorrente da infeccdo por P. brasiliensis (FRANCO et al 1998). Na
leishmaniose experimental e humana, o TNF-o foi associado a resisténcia a
infeccdo e o TGF-B a suscetibilidade a doenca, devido a sua capacidade de inibir
o metabolismo oxidativo dos macréfagos (BARRAL-NETO et al, 1991; BARRAL-

NETO et al, 1992; CORRADIN et al, 1993).

Os poucos trabalhos, que analisaram a producao local de citocinas em
tecidos de camundongos infectados por P. brasiliensis, mostram a presenca
concomitante de citocinas Th1 e Th2 (DEFAVERI et al, 1999) assim como

citocinas inflamatorias e anti-inflamatérias (FRANCO et al, 1998).

A concepcao de doenca polar e espectral, como a hanseniase e
leishmaniose, pode ser aplicada em menor escala a PCM. Les@es sistémicas ou
generalizadas com grande numero de fungos associada a importante
comprometimento da imunidade mediada por células, representa o pélo negativo

ou anérgico, enquanto lesdes localizadas, compostas de granulomas epitelidides
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bem formados, com pequeno numero de fungos e resposta mediada por células
preservada, caracterizam o pélo positivo ou hiperérgico. Entre os dois extremos
ocorre uma gama de manifestagdes clinicas e imunolégicas (MUSSATI et al, 1976;

FRANCO, 1987, BORGES-WALMSLEY et al, 2002).

Em estudos anteriores verificamos que respostas imunologicas especificas
caracterizam diferentes formas clinicas da PCM humana. Os trabalhos foram
realizados em nivel sistémico, por meio da analise de mediadores presentes no
soro ou sobrenadante de culturas de células mononucleares de sangue periférico.
Em pacientes, ndo existem trabalhos mostrando a natureza das citocinas

produzidas localmente, no sitio de infecgdo pelo P. brasiliensis.

Com base nestes dados e com o intuito de melhor caracterizar a resposta
inflamatoéria local na PCM, estudamos a expressao das citocinas TNF-a, TGF-p e
IL-10, assim como da enzima iINOS em linfonodos de pacientes com a FJ e na
mucosa oral de pacientes com a FA da PCM. As populacdes celulares presentes

no infiltrado inflamatério também foram determinadas.
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ABSTRACT

Paracoccidiodomycosis (PCM) is a deep mycosis caused by Paracoccidioides
brasiliensis, with high incidence in Brazil. In order to examine the immune
response in lesional tissue of patients with PCM, we analyzed cytokines as well as
the phenotype of cellular infiltrate. Paraffin-embedded tissue from oral mucosa of 8
patients with the localized adult form (AF) of PCM and lymph nodes of 10 patients
with the juvenile form (JF) of PCM was analyzed by immunohistochemistry to
detect tumor necrosis factor-a (TNF-a), inducible nitric oxide synthase (iNOS),
transforming growth factor-B (TGF-B), and interleukin-10 (IL-10). In the lymph
nodes the majority of inflammatory cells was CD68+ (macrophages, epithelioid and
giant cells) while in the oral mucosa a mixed infiltrate with macrophages, plasma
cells and neutrophils was detected. TNF-a as well as INOS expression was similar
in lymph nodes and oral mucosa, whereas TGF-B and IL-10 were observed in a
higher number of macrophages, epithelioid and giant cells in the lymph nodes,
where numerous yeast cells were visualized. The higher expression of anti-
inflammatory cytokines (IL-10 and TGF-B) in lesions of patients with the JF of PCM
(lymph nodes) may represent a mechanism by which the fungus evade the host
immune response, contributing for a more severe and disseminated form of the

disease.
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INTRODUCTION

Paracoccidiodomycosis (PCM) is a deep mycosis caused by P. brasiliensis,
a dimorphic fungi, restricted to Latin America, with high incidence in Brazil.'

According to the current classification, PCM may be considered a disease
with two main clinical forms: Acute or Juvenile Form (JF) and Chronic or Adult
Form (AF)." The AF mainly affects adult males, who show a high frequency of
pulmonary, skin, mucosal and visceral involvement. The JF is characterized by a
systemic lymph node involvement, hepatosplenomegaly and bone marrow
dysfunction. From the immunopathological point of view, the JF tends to show
necrotizing lesions with abundant fungal cells, impairment of cell mediated
immunity and high titers of circulating antibodies. In the AF, the lesions are seldom
disseminated, and are associated with tuberculoid granulomas, and a small
number of fungal cells.?

Experimental and human histopathologic findings showed that P.
brasiliensis in contact with host tissue provoke a non-specific inflammatory
response, characterized by vascular congestion, edema and accumulation of
polymorphonuclear cells. A few hours after the inoculation, the number of PMNs
decrease and mononuclear cells increase in number and after that, the first
multinuclear giant cells appears, forming the granuloma.® Activation of reactive
cells with P. brasiliensis antigens result in the release of cytokines which play a

major role in regulating replication and hence control the overall fungal load.* 5 ©
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In previous studies we showed a preferential Th2 type immune response in
patients with the FJ of PCM, characterized by IL-4, IL-10, and IL-5 production,
elevated levels of anti-P. brasiliensis 1G4 and IgE antibodies, and a markedly
eosinophilia.”® These mediators associated with low IFN-y and lymphocyte
proliferation levels correlated to a more severe manifestation of the disease. In
contrast, healthy individuals who live in endemic areas and are positive to the
paracoccidioidin skin test showed a typical Th1 pattern, with a substantial IFN-y,
TNF-a and IL-2 but little or no IL-4, IL-5 and IL-10. As a result, these individuals
probably develop an efficient immune response able to prevent the outcome of the
disease. Intermediate immune responses were observed in AF patients, in which
the IFN-y and IL-10 production did not differ from the JF group, although IL-4 and
IL-5 levels were significantly lower. 8

Inflammatory cytokines play an important role in the genesis and control of
PCM. Increased levels of IL-6, IL-1 TNF-a as well as the chemokine MIP-1a. were
detected in sera of adult patients with the disseminated form of the disease.” % 1°

TNF-a, a monocyte/macrophage derived factor, is involved in the
recruitment and activation of inflammatory cells and in granuloma formation."
Interferon-y (IFN-y) activate macrophages to secrete TNF-a and to inhibit P.
brasiliensis replication.>'? Inducible nitric oxide synthase (iNOS), responsible for
synthesis of nitric oxide (NO) is induced during macrophage activation by IFN-y
and TNF-a.” In vitro studies have demonstrated a direct correlation between NO

production and the microbicidal activity of macrophages in the presence of
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intracellular microorganisms such as L. major, M. bovis, and T. cruzi.'*'® In murine

1817 as well as in

models of PCM it was shown that NO is involved in protective
immunosuppressive response to the fungus.>'®'® Transforming growth factor-beta
(TGF-B) and interleukin-10 (IL-10) are anti-inflammatory cytokines which
antagonizes Th1-mediated activation of macrophages. Studies with several cell
types in vitro indicate that TGF-B and IL-10 negatively control the expression of
iINOS, responsible for the prolonged production of large amounts of NO.2?!

In this study we proposed to examine the pattern of cytokines (TNF-a, TGF-
B and IL-10) and iINOS expression in lesions of patients with the JF (lymph nodes)

and AF (oral mucosa) of PCM, in order to clarify the dynamics of the immune

response occurring in the site of the inflammation.
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RESULTS

A granulomatous inflammatory reaction was observed in all specimens with
routine stains (HE) and confirmed with a panel of antibodies against lymphocytes,
macrophages and neutrophils. The oral mucosa (OM) lesions comprised compact
granulomas with epithelioid and giant cells agregates surrounded by a lymphocytic
halo. Some granuloma presented purulent exsudate in the central area. The
number of yeast cells was lower in OM than in lymph nodes (Table 1). The yeast
cells were intensely stained with anti-TGF-B monoclonal antibody. This antibody
reacted nonspecifically with the fungal wall probably due to carbohidrate epitopes.

In the lymph nodes the granulomatous reaction was more extensive, looser
and giant cells were more numerous than in OM. Some granulomas showed
purulent foci. Large areas of necrosis were observed in association with numerous
yeast cells. Approximately 80% of the lymph nodes from patients with the JF of
PCM showed more than 50 yeast cells per field (Table 1).

No difference was observed among the tissues concerning the yeast cells
viability, that was over 80%. Areas with a small number of shell-like empty cells
(non-viable) were observed in lymph nodes and OM (table 2).

CD4+ and CD8+ T cells were observed in a localized pattern related to
granulomas as well as in a diffuse arrangement. The number and localization of
CD4+ and CD8+ T cells was very similar in all specimens (JF and AF of PCM)

(Table 3).
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Neutrophils (CD15+) were found around or forming micro-abscesses in the
central areas of the granuloma and there was no significant difference among the
tissues examined (Table 3).

The number of macrophages, epithelioid and giant cells showing strong
positive staining by anti-CD68 was greater in lymph nodes than in the OM (Table
3). In lymph nodes, macrophages CD68+ constituted the majority of the cells (80-
100%) of the inflammatory infiltrate, whereas in OM it was observed a more
polymorphic cellular population. In this, macrophages (CD68+) represented 20-
80% of the inflammatory cells.

Antibodies to cytokines produced a diffuse staining of the extracellular
matrix, however it was possible to discern alterations in cellular distribution of the
cytokines analyzed. The intracellular cytokine-staining pattern was predominantly
cytoplasmic.

TNF-a reactivity was detected in sparse macrophages, neutrophils and giant
cells. Similar number of positive cells was observed in both, lymph nodes and OM
(table 4, fig. 1).

To confirm the production of NO, we examined iINOS expression in lymph
nodes and OM of patients with PCM. A small number of iINOS positive cells,
identified as macrophages, was detected in the inflammatory sites (table 4). CD4+
and CD8+ T cells around the granulomas did not express iNOS. In lymph nodes
besides in sparse macrophages, INOS was expressed also in giant cells. An

interesting difference was consistently observed in relation to the localization of the
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INOS positive cells. In the OM the INOS expression was restricted to few
macrophages around the granuloma (Fig. 2a), while in lymph nodes a positive
staining was observed in giant cells, as well as in macrophages close to the yeast
cells (Fig. 2b).

Macrophages, neutrophils , epithelioid and giant cells were positive for TGF-
B. The number of TGF-B positive cells was markedly higher in lymph nodes than in
OM (table 4, figure 3).

IL-10 expression was observed in epithelioid and giant cells in the
granulomas, and in lymphocytes. The number of IL-10 positive cells was markedly
higher in lymph nodes as compared to OM (table 4, figure 4). Some neutrophils in
the OM also stained positive for IL-10.

No specific staining was observed when isotype controls were used in place

of primary antibodies.
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Discussion

The granulomatous inflammatory response in PCM represents an immune
specific tissue response of the host to the fungus in an attempt to destroy, block,
and circumscribe the parasite and to prevent its multiplication. The inflammatory
response present in lymph nodes of patients with the JF of PCM was characterized
by numerous yeast cells inside macrophages and giant cells expressing TNF-a. In
the OM, the number of TNF-a positive cells was slightly smaller, consistent with the
low number of P. brasiliensis cells in the inflamed area. Entry of monocytes,
neutrophils, and, lymphocytes from systemic circulation into the tissues is
facilitated by TNF-a and other inflammatory cytokines, which induce expression of
adhesion molecules, such as ICAM-1, on the surface of endothelial cells.?> TNF-a
also stimulates endothelial cells and macrophages to secrete chemokines that
induce leukocyte chemotaxis and recruitment of inflammatory cells.??

TNF-a is required for the granuloma formation'' and, together with IFN-y,
activates macrophages to kill P. brasiliensis.'> The microbicidal activity of
macrophages is related to the production of reactive oxygen and nitrogen
intermediates, being NO one of the most potent cytotoxic agent.’”® Since NO
synthesis is induced by proinflammatory cytokines such as TNF-a, we analyzed
INOS expression in lesional tissues of PCM patients. In lymph node infiltrates we
observed a small number of macrophages and giant cells expressing iINOS, some

of them close to P. brasiliensis yeast cells. We expected to find an elevated
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expression of INOS in lymph nodes in response to the presence of considerable
amounts of TNF-a and numerous yeast cells. INOS immunoreactivity to a smaller
degree was also detected in macrophages around granulomas in OM.

The role of NO in P. brasiliensis infection has not been clearly defined.
Gonzalez et al '® showed that cytokine induced production of NO by macrophages
inhibited the conidium to yeast transformation, a crucial step for the establishment
of the infection. The expression of INOS by macrophages within granulomas is
consistent with a role for NO in fungistasis/killing. NO may be protective, acting as
an effector molecule of macrophage cytotoxicity and as a regulator of inflammatory
responses, but probably it has a secondary effect of causing
immunosuppression.’ ' In a recent paper Nascimento et al'® demonstrated that
NO is essential for resistance since iINOS-deficient mice were extremely
susceptible to P. brasiliensis infection. Additionally, it was shown that high and
persistent NO production is associated with susceptibility to P. brasiliensis
infection. '

Inhibitory cytokines are important mediators in controlling the inflammatory
response. In order to address the role of these cytokines we analyzed TGF-$ and
IL-10 expression by the infiltrating cells. TGF-p and IL-10 were greatly detected in
lymph nodes from patients with the JF of PCM, probably promoting a local anti-
inflammatory response. IL-10 is reported to inhibit Th1 cell-mediated responses
mostly by downregulating expression of major histocompatibility complex class |l

and B7-1 (CD80) on antigen—presenting macrophages.?' The resistance of mice to
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infection with various microorganisms is also impaired by the administration of
recombinant IL-10.2" In previous studies of our group we showed that resistance to
P. brasiliensis, observed in individuals living in endemic areas for PCM, is
associated to a Th1 immune response and little or no IL-10 production.® In the
present study the detection of great amounts of IL-10 as well as TGF-B in the
inflammatory lesions of patients with the JF of PCM is in agreement with the
severe and disseminated outcome observed in this form of the disease. TGF-B has
been shown to exert profound negative regulatory effect on iINOS expression in
murine macrophages.?’: Therefore, it is possible that the low expression iNOS in
the lesions of PCM, may represent a parasite-induced evasive mechanism allowing
the survival inside the host tissues.

We have demonstrated that TNF-a, TGF-B and IL-10 are expressed
simultaneously during the inflammatory response in both, lymph nodes (JF) and
OM (AF). Coordinate expression of cytokines that upregulate or downregulate NO
production may provide means of protecting host tissue from the damaging effects
of NO.

In conclusion, our findings suggest that high expression of anti-inflammatory
cytokines (IL-10 and TGF-B) in lesions of patients with the JF of PCM (lymph
nodes) may represent a mechanism by which the fungus evade the host immune

response, contributing for a more severe and disseminated form of the disease.
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MATERIALS AND METHODS

Patients

Biopsies  specimens  were taken  from 18  patients  with
paracoccidioidomycosis cared for at the Clinical Hospital of State University of
Campinas, Sao Paulo, Brazil. Due to different tissue localization of the lesions in
different clinical forms of the disease, OM (OM) were obtained from patients with
the adult localized form (n=8, 5 male and 3 female, age ranging from 40 to 70
years) and lymph node from patients with the juvenile form (n=10, 6 males and 4
female, age ranging from 6 to 30 years) of PCM. The biopsies were obtained

before the beginning of treatment, for diagnosis purpose.

Light microscopy

Biopsies were fixed in 10% formalin, embedded in paraffin and, histological
sections stained with hematoxylin-eosin (HE). In all cases the magnitude of the
inflammatory infiltrate, the number of fungi and, the percentage of viable fungi were
analyzed. The fungus was considered non-viable when it had the appearance of a

shell-like empty cell.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical staining was performed in paraffin-section according
to the streptavidin-biotin technique. Briefly, the sections were deparaffinized,

rehydrated in a growing alcohol series, placed in Tris-buffer (TBS) and then
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submitted to antigen retrieval by boiling at 95°C in citrate buffer pH 6.0 for 30
minutes, except those incubated with the primary anti-CD4, which were additionally
submitted to digestion with proteinase K (1.5mg/ml -Sigma Chemical Co, St. Louis,
MO, USA) for 15 minutes at 37°C, according to manufacturer’s instructions. The
slides were incubated with avidin-biotin blocking kit (Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, USA). Nonspecific protein binding was blocked by incubating the
material with horse serum (Vector) or protein block serum-free (Dako Corporation,
Carpinteria, CA, USA) according to the secondary antibody for 30 minutes. After
the slides were incubated with the primary anti-CD4 (NeoMarkers, Inc, Fremont,
CA, USA), anti-CD8 (Dako), anti-CD15 (Dako), and anti-CD68 (Dako), anti-TGF-p1
(Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, USA), anti-iNOS (BD
Transduction Laboratories, USA), anti-TNF-a (Serotec, Oxford, UK) and anti-IL-10
(Santa Cruz) monoclonal and polyclonal antibodies, for 1 hour at 37°C and
overnight at 4°C in a humidifying chamber. The following step was an intermediate
incubation with biotinylated anti-mouse IgG H+L (Vector) or anti-rabbit IgG H+L
(Vector) for 45 minutes at 37°C in a humidifying chamber, and subsequently with
streptavidin complex (StreptABComplex/AP - Dako), for 30 minutes at 37°C in a
humidifying chamber. Finally the slides were incubated with a freshly prepared
substrate, consisting of naphthol AS-MX-Phosphate (Sigma) and fast red dye
(Sigma). The slides were counterstained with Mayer's haemalaum (Merck,

Darmstadt, Germany) and covered with glycerin-gelatin (Merck). For control
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preparations, the primary antibodies were replaced by Mouse normal serum or

Rabbit immunoglobulin Fraction (Dako).

Analysis of positive cells

Serial tissue sections were used and each of the eight different antibodies
was applied on a different section from the same block, yielding eight stained
sections per case. The analysis of positive cells was semiquantitative. The stained
cells were expressed as percentage of all inflammatory cells seen for each stained

section as follows: 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80% and 80-100%.
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Figure 1: Lymph node - TNF-a expressed in macrophages and multinucleated
giant cell (Streptavidin-biotin-AP method, X 1,250).
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Figure 2a: Oral mucosa - There is a small number of INOS positive macrophages
around the granuloma (Streptavidin-biotin-AP method, X 330)

Figure 2b: Lymph node - Multinucleated giant cell INOS positive with fungi in its
cytoplasm. (Streptavidin-biotin-AP method, X 1,250)
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Figure 3: Lymph node - TGF-B expressed in numerous macrophages around the

granuloma (Streptavidin-biotin-AP method, X 330).
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Figure 4: Lymph node - IL-10 expressed in multinucleated giant cells of the
granuloma, macrophages and peripheral lymphocytes. (Streptavidin-biotin-AP
method, X 330).
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Table 1: Percentage distribution of biopsies presenting 1 to 25, 26 to 50 and more

than 50 P. brasiliensis yeast cells /field.

1-25 yeast 26-50 yeast |> 50 yeast

cells/ field cells/ field cells/field

Lymph node 1 (10%) 1 (10%) 8 (80%)

Oral mucosa
2 (25%) 4 (50%) 2 (25%)

Table 2: Number of biopsies showing 40, 50, 60, or 80% of viable P. brasiliensis

yeast cells/field.

40% 50% 60% 80%
Lymph node 1(10%) |1 (10%) |2 (20%) |6 (60%)
Oral mucosa 1 (12.5%) |2 (25%) |5 (62,5%)
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Table 3: Percentage of CD4+, CD8+, CD15+ and CD68+ cells in the inflammatory

infiltrate of lymph nodes and oral mucosa of patients with PCM.

CD4 CD8 CD15 CD68

LN oM LN oM LN oM LN oM
0-20% | 7(100%) |1 (20%) |6 (60% |1 (14%) |7 (70% |5 (62.5%) 1 (12.5%)
20-40% 3 (60%) |3 (30%) |4 (57%) |3 (30%) |1 (12.5%) 3 (37.5%)
40-60% 1(20%) |1 (10%) |2 (29%) 1(12.5%) |1 (10%) |2 (25%)
60-80% 2 (25%)
80-100% 1(12.5%) |9 (90%)

Table 4: Percentage of cytokine-positive cells in the inflammatory infiltrate of lymph

nodes and oral mucosa of patients with PCM.

TGF-p iNOS TNF-a IL-10
LN OM LN oM LN oM LN OM
0-20% 1 (10%) 10 (100%) |8 (100%) |5 (50%) |6 (100 %) |3 (30%) |5 (62.5%)
20-40% 1 (10%) 2 (20%) |3 (37.5%)
40-60% 3 (37.5%) 1 (10%)
60-80% |2 (20%) |2 (25%) 4 (40%) 3 (30%)
80-100% |7 (70%) |3 (37.5%) 1 (10%)
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4. DISCUSSAO



Em trabalhos anteriores, caracterizamos a resposta imune de pacientes
com a forma juvenil da PCM como tipo Th2, com a produgdo de anticorpos
especificos IgG4 e IgE e das citocinas IL-4, IL-5 e TGF-B (MAMONI et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2002; MAMONI et al., 2002). A baixa resposta linfoproliferativa a
antigenos do fungo e teste cutdneo negativo foram associados a resposta imune

celular deficiente, compativel com a forma mais grave e disseminada da doenca.

Analisando cortes histolégicos de linfonodos de pacientes com a FJ da
PCM, observamos reacéo inflamatéria com grande numero de leveduras de P.
brasiliensis, a maioria viavel (parede celular e contetudo integros). Neste tipo de
tecido, a reacado inflamatéria era composta de granulomas frouxos e células
gigantes. Areas de necrose com abundantes células fingicas foram observadas

mais freqientemente em linfonodos.

A avaliagédo de lesdes de mucosa oral de pacientes com a forma adulta da
doenca mostrou granulomas mais organizados, contendo menor numero de

leveduras viaveis.

O granuloma na paracoccidioidomicose parece representar a resposta
imune especifica do fungo nos tecidos do hospedeiro, na tentativa de destruir,

conter e prevenir a multiplicacdo do parasita (FRANCO, 1987).

A FA da PCM ¢é caracterizada por infeccao localizada, com a formacéao de
granulomas epitelidides compactos com numero pequeno de fungos, enquanto a

FJ caracteriza-se por infeccdo disseminada, inflamacao granulomatosa frouxa e
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supurativa, com extensas areas de necrose e um grande numero de fungos (FAVA
NETTO, 1961). Os padrbées de granuloma descritos na doenca humana tém sido
correlacionados em infecgdes experimentais com camundongos normais e

atimicos (nu/nu) (BURGER et al, 1996).

MOSCARDI-BACCHI et al. (1989) descreveram predominio de linfocitos T
CD4" ao redor dos granulomas, quando analisaram cortes de tecido de pacientes
com PCM, pela técnica de imunoistoquimica. Em contraste, ndo observamos
diferencas em relagdo ao numero de células TCD4" e TCD8", tanto nas bidpsias

de linfonodos, quanto nas biépsias de mucosa oral.

Macréfagos ativados por linfécitos T, participam da morte dos fungos, além
de diferenciarem-se em células epitelidides e gigantes. Além dos macréfagos,
neutrofilos que se concentram ao redor das células do fungo, contribuem para a
morte do parasita através da liberacdo de produtos citotoxicos e citocinas
inflamatérias no local. Em adicdo, os granulomas na PCM mostram ndamero
variado de células natural killer e eosinéfilos que também participam da morte do

fungo (WAGNER et al, 1998).

Em nosso estudo, observamos que a expressao de TNF-a em neutrdfilos,
macroéfagos isolados e células gigantes foi similar em linfonodos e mucosa oral. O
TNF-a € necessério para a expressao de RNAm para quimiocinas € o
recrutamento inicial de macréfagos e linfécitos para o sitio de infecgcdo. Em
camundongos, cujo gene que codifica para a producdo de TNF-a foi bloqueado

(TNF-a /), a expressado tardia de quimiocinas leva a formagédo de granulomas
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frouxos, incapazes de controlar a infeccdo por microrganismos intracelulares. Por
outro lado, a producdo sustentada de TNF-a por macréfagos infectados,
juntamente com sua deficiente ativagdo, poderia causar o recrutamento continuo
de células inflamatérias para as lesdes, levando a destruicao do tecido. Em nosso
estudo, verificamos extensas areas de necrose em linfonodos de pacientes com a
forma juvenil da doenca, embora o numero de células positivas para esta citocina
tenha sido semelhante ao encontrado na mucosa oral. TNF-a tem sido proposto
como o principal mediador da necrose em tecidos infectados por M. tuberculosis,

quando citocinas Th1 sdo dominadas por Th2 (FLYNN & CHAN, 2001).

Citocinas inflamatérias como o TNF-a. e IFN-y induzem a transcricdo da
enzima iNOS, responsavel pela producao de NO. Em nosso estudo, a expressao
de iINOS na reacao inflamatéria da mucosa oral ficou restrita a pequeno nimero
de macréfagos localizados na periferia dos granulomas, ndo sendo encontradas
células positivas préximas aos fungos. Ja nos linfonodos, observamos expressao
um pouco maior de INOS em macréfagos esparsos ao redor dos granulomas e em

células gigantes.

A producdo de NO parece ser crucial para que os macrofagos possam
exercer sua funcdo microbicida, entretanto, em varias situagcbes um efeito
imunossupressor foi observado. Macréfagos esplénicos de animais infectados com
Histoplasma capsulatum expressam iINOS, tanto mRNA como proteina.
Esplendcitos isolados durante a fase aguda morrem mais rapidamente em cultura

e nao respondem a estimulo com o antigeno especifico, sendo estes dois fatos
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associados a producao de NO (WU-HSIEH, CHEN & LEE, 1998). BOCCA et al.
(1998, 1999) também descreveram um efeito imunossupressor do NO durante a
infeccdo experimental por P. brasiliensis, evidenciada pela diminuicdo da
expressao de moléculas do MHC classe |l e inibicao da resposta proliferativa de

células esplénicas.

O TGF-B inibe a producdo de iNOS induzida por IFN-y e TNF-a em
macréfagos de camundongos infectados por P. brasiliensis (GONZALEZ et al.,
2000). Em nosso estudo, a expressao de TGF- tanto em lesdes de mucosa oral
(granulomas) como em linfonodos (células gigantes) sugere que esta citocina tem
importante papel na regulagéo da resposta imune local em ambas as formas da
doenca. Entretanto, um maior numero de células expressando TGF-B foi
observado em linfonodos de pacientes com a FJ da doenca, o que poderia estar
levando a uma reducédo da iNOS nas lesdes. Este achado estd em concordancia
com trabalho anterior no qual detectamos niveis elevados de TGF-B no soro de

pacientes com a forma juvenil da PCM (MAMONI et al, 2002).

FRANCO e col. (1998) detectaram TGF- em lesées pulmonares fibréticas
de camundongos infectados por P. brasiliensis. A participacdo do TGF-B na

cicatrizacao e reparo tecidual tem sido descrita por varios autores (LETTERIO &

ROBERTS, 1998).

Além do TGF-B, a ativacdo da capacidade microbicida de macrofagos

parece ser anulada pelo excesso de IL-10. Foi descrito que a IL-10 pode
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neutralizar os efeitos do TNF-a por meio da indugcdo do seu receptor soluvel

(sTNF-aR) (BALCEWICZ-SABLINSKA et al, 1998).

Nossos achados mostraram maior numero de células positivas para IL-10
em linfonodos de pacientes com a FJ da doenca. Esta citocina, com potente
atividade anti-inflamatéria, tem acao inibitéria sobre macréfagos, no que concerne
a atividade microbicida e a capacidade de apresentagcdo de antigeno. Como
resultado, a resposta imune celular do hospedeiro ficaria prejudicada resultando
em uma forma mais grave da doenca. Em trabalho utilizando células
mononucleares de sangue periférico de pacientes com PCM, observamos que a
estimulacdo com antigeno de P. brasiliensis leva a producao consistente de IL-10
in vitro. Entretanto, em individuos com PCMe-infec¢do, que ndao desenvolvem a
doenca, uma vigorosa resposta imune celular (linfoproliferacao, teste cutaneo
positivo, producao de IFN-y e TNF-a) € acompanhada de niveis basais de IL-10.
Este achado associado a producao de IFN-y, TNF-a e IL-2 indica que a auséncia
de IL-10 pode estar desviando a resposta para Th1, resultando em maior protecéao

para o hospedeiro.

Concluindo, a andlise histopatolégica de lesdes de pacientes com a forma
adulta (mucosa oral) e juvenil (linfonodos) mostrou que na reagao inflamatéria da
FJ da PCM ha tendéncia a maior producao de TGF-p e IL-10 do que na FA da
doencga, o que esta de acordo com nossos achados anteriores de niveis elevados
de TGF-p e IL-10 no soro e sobrenadante de cultura de linfécitos,

respectivamente, de individuos com esta forma clinica. Com relagdo ao TNF-a,
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numeros similares de células expressando esta citocina foram observados, néo
sendo possivel correlacionar com achados sistémicos, nos quais niveis mais
elevados foram detectados nas formas de resisténcia da doenca, associados a
uma resposta protetora do tipo Th1. A presenca de pequeno numero de células
iINOS™ tanto em linfonodos como na mucosa oral poderia ser resultante da inibicao
por TGF-B e IL-10, detectados consistentemente em ambos os tecidos. A inducao
destas citocinas inibitérias poderia ser interpretada como um mecanismo de

evasao do fungo a resposta imune do hospedeiro.

Em resumo, a analise da producdo de citocinas e do infiltrado celular
presente nas lesdes teciduais de pacientes com diferentes formas clinicas da PCM
mostrou que a resposta imune ndao é tdo polarizada como descrito para a
hanseniase (forma lepromatosa vs. tubercul6ide) (GOULARD et al, 1996,
KANOLKAR-YOUNG, SNOWDON & LOCKWOOD, 1998) e leishmaniose
(STENGER et al., 1994). Entretanto, foi possivel observar diferengas entre os dois
tipos de tecidos estudados, principalmente no que concerne a expressao de TGF-
B e IL-10, maior em linfonodos. A presenca de niveis mais elevados de citocinas
inibitérias da resposta imune celular poderia ser responsavel pela forma mais

grave e disseminada da doencga.
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5. CONCLUSAO



e O elevado numero de macréfagos em linfonodos sugere uma maior
ativacao destas células em resposta ao grande numero de fungos
observados nas lesdes de pacientes com a FJ da doenca.

e A formacao de granulomas frouxos e a detecgdo de um maior niumero de
células expressando citocinas imunossupressoras (TGF-Be IL-10), em
lesbes de pacientes com a FJ da PCM, estariam contribuindo para uma

forma mais grave e disseminada da doenca.
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6. SUMMARY



Paracoccidiodomycosis (PCM) is a deep mycosis caused by
Paracoccidioides brasiliensis, with high incidence in Brazil. In order to examine the
immune response in lesional tissue of patients with PCM, we analyzed cytokines
as well as the phenotype of cellular infiltrate. Paraffin-embedded tissue from oral
mucosa of 8 patients with the localized adult form (AF) of PCM and lymph nodes of
10 patients with the juvenile form (JF) of PCM was analyzed by
immunohistochemistry to detect tumor necrosis factor-a (TNF-a), inducible nitric
oxide synthase (iINOS), transforming growth factor-B (TGF-B), and interleukin-10
(IL-10). In the lymph nodes the majority of inflammatory cells was CD68+
(macrophages, epithelioid and giant cells) while in the oral mucosa a mixed
infiltrate with macrophages, plasma cells and neutrophils was detected. TNF-a as
well as iINOS expression was similar in lymph nodes and oral mucosa, whereas
TGF-p and IL-10 were observed in a higher number of macrophages, epithelioid
and giant cells in the lymph nodes, where numerous yeast cells were visualized.
The higher expression of anti-inflammatory cytokines (IL-10 and TGF-p) in lesions
of patients with the JF of PCM (lymph nodes) may represent a mechanism by
which the fungus evade the host immune response, contributing for a more severe

and disseminated form of the disease.
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Tabela I: Pacientes com FA e FJ da PCM

Paciente Sexo Idade Cor Tecido Forma Clinica
(1) (anos) (2)
AMC M 67 B Mucosa Oral Adulta
CG M 44 B Mucosa Oral Adulta
ECB F 43 B Mucosa Oral Adulta
GR F 50 B Mucosa Oral Adulta
JFG M 57 B Mucosa Oral Adulta
JRR M 47 B Mucosa Oral Adulta
PCN M 41 B Mucosa Oral Adulta
TRG F 47 B Mucosa Oral Adulta
CCB F 15 B Linfonodo Juvenil
FJB M 15 B Linfonodo Juvenil
GR M 17 N Linfonodo Juvenil
LRT F 17 B Linfonodo Juvenil
RAS M 19 B Linfonodo Juvenil
SRF F 19 B Linfonodo Juvenil
TCSR F 06 B Linfonodo Juvenil
WG M 21 N Linfonodo Juvenil

(1) sexo: F (feminino) M (masculino)
(2) cor: B (branca) N (negro) P (parda)
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Tabela Il: Numero de granulomas e abcessos em bidpsias de pacientes com a FA
e FJ da PCM

Linfonodo Mucosa Oral

Granuloma | Abcesso | Granuloma | Abcesso

1+ 1(10%) | 3(37,5%) | 2 (25%)

2+ | 3(30%) | 1(10%) | 1(12,5%) |1 (12,5%)

3+ | 7(70%) | 5(50%) | 4(50%) | 2 (25%)
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Figura 1: Células leveduriformes de P. brasiliensis em bidpsia de linfonodo.
(400X).

Apéndice
79



Figura 2: Células CD68+ em biopsia de mucosa oral de pacientes com a forma
adulta da paracoccidioidomicose. Observe intensa marcagcdo nos granulomas.
(100X).

Figura 3: Células CD68+ em bidpsia de linfonodo de pacientes com a forma
juvenil da paracoccidioidomicose. Observe intensa marcacao nas células gigantes
e macréfagos. (100X).
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Figura 4: Células CD68+ em bidpsia de mucosa oral de pacientes com a forma
adulta da paracoccidioidomicose. Observe intensa marcagcdo nas células
epitelidides e células gigantes no interior do granuloma. (400X).

Figura 5: Células CD68+ em bidpsia de linfonodo de pacientes com a forma
juvenil da paracoccidioidomicose. Observe intensa marcacao das células gigantes
e macrofagos. (400X).
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Figura 6: Expressdao de TGF-p em bidpsia de mucosa oral de paciente com a
forma adulta da  paracoccidioidomicose. Observe intensa marcacao nos
granulomas. (100X).

Figura 7: Expressao de TGF- em biopsia de linfonodo de paciente com a forma
juvenil da paracoccidioidomicose. Observe marcacdo em células gigantes.
Leveduras do fungo apresentam-se coradas intensamente. (100X).
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Figura 8: Expressao de TGF-B em bidopsia de mucosa oral de paciente com a
forma adulta da paracoccidioidomicose. Observe marcagdo no granuloma.
Leveduras do fungo apresentam-se coradas intensamente. (400X).

Figura 9: Expressdo de TGF-B em bidpsia de linfonodo de paciente com a forma
juvenil da paracoccidioidomicose. Observe marcacdo em células gigantes.
Leveduras do fungo apresentam-se coradas intensamente. (400X).
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Figura 10: Expressdo de iNOS em bidpsia de mucosa oral de paciente com a
forma adulta da paracoccidioidomicose. Observe marcacdo em macréfagos
situados na periferia do granuloma (400X).

Figura 11: Expressdo de iNOS em bidpsia de mucosa oral de paciente com a
forma juvenil da paracoccidioidomicose. Observe marcacdo em células gigantes
multinucleadas, as quais também contém fungos no seu citoplasma. (400X).
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Figura 12: Expressdo de IL-10 em biépsia de mucosa oral de paciente com a
forma adulta da  paracoccidioidomicose. Observe marcagcdao nas células
epitelidides que compdem o granuloma. (400X).

Figura 13: Expressdo de IL-10 em biépsia de mucosa oral de paciente com a
forma adulta da paracoccidioidomicose. Observe marcagdo em macrofagos e
neutrofilos. (100X).
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Figura 14: Expresséo de IL-10 em biopsia de linfonodo de paciente com a forma

juvenil da paracoccidioidomicose. Observe intensa marcagcdo no tecido linféide
residual. (400X).
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Figura 15: Expressao de TNF-a em bidpsia de linfonodo de paciente com a forma

juvenil da paracoccidioidomicose. Observe intensa marcagdao em células gigantes
multinucleadas (400X).
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Figura 16: Controle negativo (100X)
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