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Caracteristicas Ultraestruturais da Paracoccidividomicose Bucal.

Resumo
Caracteristicas Ultraestruturais da Paracoccidioidomicose Bucal

A paracoccidioidomicose é uma micose sistémica que freqlientemente envolve a
mucosa bucal, provocando lesdes de aspecto granular, eritematoso e ulcerado, chamado de
moriforme. Embora as caracteristicas ultraestruturais da Paracoccidioidomicose t€m sido
estudadas desde a década de 60, nfo ha descricbes de seus aspectos ultraestruturais nas
leses bucais. O objetivo deste trabalho foi descrever as caracteristicas ultraestruturais das
lesGes bucais da paracoccidioidomicose em microscopia eletrdnica de transmissio e
varredura.

Material de 14 bidpsias de paracoccidioidomicose bucal foram processadas para
cbservagbes em microscopia eletrénica de transmissfo e 06 biopsias para observagdes em
microscopia eletronica de varredura. Os achados ultraestruturais em microscopia eletrénica

de transmissio mostraram fungos viaveis, pequenos no mterior de macrofagos e com
interface larga entre ¢ parede do fungo e o fagossomo. Fungos com brotamentos eram
maiores, com varios vactolos e circundados por macrofagos epitelidides e/ou células
gigantes no interior de granulomas. No centro dos granulomas observamos inumeras
proje¢es de membrana circundado fungos maiores com ou sem brotamentos. Fungos
destruidos mostravam intimo contato com as células de defesa e estavam presentes no
interior dos fagossomos, 0s quais mostravam alteracbes da membrana celular ¢ perda de seu
conteudo, permanecendo apenas a parede externa no interior do fagossoma. Eosinofilos
foram observados em contato com fungos vidveis, mostrando interface larga entre o fungo e
a célula. Raramente observamos fungos no interior das células epiteliais, com ou sem
brotamento, sendo importante na patogenia dos microabscessos intraepteliais. A
microscopia eletronica de varredura revelou a superficie das lesSes bucais, mostrando
alteracbes apenas nas areas com microabscessos. Os microabscessos em formaggo alteram a
superficie das células epiteliais envolvidas, elevando a regifio central que torna-se ovalada
com contetido escurecido e recoberta fina membrana translicida. A regido periférica € lisa e
deprimida. Microabscessos préximos formam lesdo coalescente com posterior rompimento
resultando em micro-erosdes ¢ liberagiio de seu conteudo, possibilitando a coleta do fungo
nos exames citopatologicos.
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Caracteristicas Ultraestruturais da Paracoccidioidomicose Bucal.

Summary

Ultrastructural features of the buccal Paracoccidioidomycosis

Paracoccidioidomycosis is a systemic mycosis that frequently involves the buccal
mucosa, causing granular, erythematous and ulcerated lesions, called mulberry-like
{framboesiform). Although the ultrastructural features of paracoccidividomycosis have
been studied since 1960, there are no detailed descriptions of ultrastructural characteristics
of the oral lesions. The aim of this work was to describe the main ultrastructural aspects by

transmission and scanning electronmic microscopy of the oral paracoccidioidomycosis
lesions.

Ten biopsies of buccal paracoccidioidomycosis were analyzed by transmission
electronic microscopy and six biopsies were observed in scanning electron microscopy.
Ultrastructural findings in transmission electronic microscopy showed viable and small
fungi inside of macrophages and with wide interface between fungus wall and phagosomes.
Fungi presenting budding were large, with numerous vacuoles and circumscribed for
epithelioid macrophages and/or giant cells in the granulomas. In the center of the
granulomas numerous membrane projections circumscribing large fungi with or without
budding were observed. Disruptive fungi displayed intimate contact with the white cells
and they were presented inside of phagosomes, which showed cellular membrane alteration
and lose of your content, enduring only the exterior wall inside of phagosome. Eosinophiles
were detected in contact with viable fungi, showing wide interface between the fungus and
the cell. Scanning electron microscopy revealed the buccal lesions surface, displaying
alteration only 1n the microabscess areas. Microabscess in formation change a epithelial
cell, and your peripheral and central surface shows crowned forming a valley between this
two surfaces. Central region still exhibited a tenuous and dark cell surface. The disruptive
microabscess constitute microulcerations, with the presence of desquamatives and irregular
or destroyed epithelial cells and with the presence in the surface of inflammatory cells and
erythrocytes. We observed in the microulcerations reparation areas the formation of
subjacent epithelial laver with common features. Therefore, the fungus affects
stmultaneously different regions of the buccal lesions occurring formation and reparation of

microulcerations, constituting the mulberry-like aspect.
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Caracteristicas Ultrdestruturais da Paracoccidigidomicose Bucal.

INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose € uma micose profunda, com ampla gama de
manifestagdes clinicas e patologicas, conseqiientes a penetragdo do Paracoccidioides
brasiliensis no hospedeiro, representando sério problema de doenga infecciosa no Brasil e
em outros paises da América Latina (FRANCO et al., 1989). O Paracoccidioides
brasiliensis ¢ um fungo dimoérfico que nos tecidos humanos mostra-se na forma de
levedura, geralmente com multiplos brotamentos (SAN BLAS & SAN BLAS, 1985;
LACAZ, 1994).

Esta bem estabelecido que as caracteristicas da reagdo inflamatoria dependem da
interagfio do agente agressor com o hospedeiro. Um mesmo agente agressor pode estimular
uma resposta predominantemente celular ou humoral, que pode ser modificada em casos de
imunossupressio, com quadros clinicos e microscopicos variados (de BRITO et al., 1994).
A formagio de granulomas representa uma resposta de defesa efetiva do organismo,
resultando na presenga de poucos microorganismos, como ocorre na hanseniase
tuberculdide (FRANCO et al., 1994). A manifestacdo bucal da paracoccidioidomicose
ocorre na forma mucocutdnea da doenga, com envolvimento imcial dos pulmdes,
predominantemente em adultos do sexo masculino (de ALMEIDA et al., 1991). Na boca,
as lesGes geralmente envolvem varias areas simultaneamente, com aspecto granular,
eritematoso e ulcerado, chamado de monforme. Muitas vezes o diagnostico da doenga é
feito pelas lesdes bucais e, embora os aspectos clinicos sejam bastanie sugestivos,
geralmente a confirmagio € feita por citologia, biopsia (de ALMEIDA et al., 1991; de
ARAUJO M.S.; 2001) ou sorologia (BLOTTA et. al., 1999). O quadro microscopico
caracteriza-se por hiperplasia pseudoepiteliomatosa, microabscessos intraepiteliais,
infiltrado inflamatorio mono e polimorfonuclear, presenga de células gigantes e
granulomas, além de quantidade variavel do fungo na forma de levedura (SCULLY et al.,
1992; VILLABA, H., 1998). Embora as caracteristicas microscOpicas das lesdes sejam
bem conhecidas, hd poucas descrigBes ultraestruturais dos parfmetros bucais da

paracoccidioidomicose.
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Caracteristicas Ultraestruturais da Paracoccidioidomicose Bucal.

Revisio da Literatura

A paracoccidioidomicose foi descrita inicialmente por LUTZ (1908a, 1908b) sendo
sua denominag8o consagrada apenas em 1970 apés reunifio dos micdlogos das Américas,
na Colémbia (Lacaz C.S., 1982). E uma micose profunda, que apresenta uma ampla gama
de manifestagdes clinicas e patologicas, todas elas iniciadas por penetragiio do fungo no
hospedeiro. O homem parece ser o Gnico hospedeiro susceptivel a infeccdo natural, e seu
estudo assume importincia cada vez maior, dado o aumento crescente dessa micose €,
principalmente devido & gravidade de algumas de suas formas clinicas.

A paracoccidioidomicose se manifesta de forma endémica na maioria dos paises da
América Latina como Argentina, Coldmbia, Venezuela e principalmente no Brasil, onde se
encontram cerca de 80% dos casos relatados (RESTREPO, 1985; FRANCO, 1987b;
FRANCO et al., 1989). A paracoccidioidomicose € rara na Amazbmia € no nordeste
brasileiro, regiGes Gmidas e aridas respectivamente. Entretanto, 17 casos da doenga foram
descritos na regido Amazonica durante o periodo de 1992-1994, e foi considerada a micose
mais comum da regido, quando comparada com outras micoses pulmonares (FERREIRA
et al., 1995). Com exce¢do de um caso em Trimdad, a micose ndo tem sido relatada nas
ilhas do Caribe, nas Guianas, Suriname e no Chile Na Aménca Central, a
paracoccidioidomicose tem sido descrita em todos os paises, exceto Belize e Nicaragua
(BRUMMER et al., 1993). Casos fora da América Latina foram relatados em pessoas que
permaneceram durante algum periodo em éareas endémicas (CHIKAMORI et al., 1984;
PADILHA-GONCALVES, 1985; MANNS et al., 1996; TOMIMORI-YAMASHITA
et. al.,1997; BURNS et al, 2000). Nas areas endémicas no Brasil, a doencga causa
aproximadamente 200 mortes a0 ano (COUTINHO et al., 1998).

Seu agente etiologico, o Paracoccidioides brasiliensis (P.brasiliensis), classificado
de forma definitiva por ALMEIDA (1930), ¢ um fungo dimorfico, que cresce a 37°C na
forma de levedura, com parede dupla e multiplos brotamentos em forma de roda de leme e
a temperatura ambiente na forma de finos filamentos septados, sem estruturas tipicas,
dando origem ao micélio (SAN BLAS & SAN BLAS, 1985; KASHINO et al., 1987).

Nos tecidos ¢ encontrado na forma de levedura, com aspecto arredondado, esférico

ou oval e dupla membrana refringente. Na maioria das vezes exibem célula mée com
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Caracteristicas Ultraestruturais da Paracoccidioidomicose Bucal,

brotamentos multiplos, ligados por um pedinculo, que é sua caracteristica mais evidente
(SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1977; LACAZ, 1994; TOLEDO et al, 1995) A
impregnacdo pela prata (Gomori-Grocott) e pelo acido periodico de Shiff (P.A.S)) passaram
a ser utilizados para melhor detectar o fungo nas lesdes. Técnicas histoquimicas auxiliam
no entendimento dos componentes estruturais do fungo e nas suas implicagdes quanto
viruléncia e resposta do hospedero. Sabe-se que ndo ha melanina na parede do
P brasiliensis, sendo evidente porém na doenca de Jorge Lobo, onde a presenca de
melanina parece estar relacionado com a viruléncia e resisténcia do fungo contra as células
de defesa (TABORDA et al., 1999).

Seu habitat ainda € desconhecido, o que dificulta o esclarecimento da historia
natural desta micose. Fortes evidéncias mostram que, como outros agentes de micoses
sistémicas, o P. brasiliensis penetra no organismo humano por inalagdo, provocando um
complexo primario no pulmdo, sendo que varios autores chamam a atenc¢dio para a
freqiiéncia com que este oOrgo € comprometido (MACKINNON, J.E. 1959,
GONZALEZ-OCHOA, A., 1971; GIRALDO R. et al., 1979; CHIKAMORI T. et al.,
1984; BHASKAR, 1989; BRETANA A., 1995, LONDERO et al, 1996), podendo
ocorrer disseminagio hematogénica e/ou linfatica (GONZALEZ-OCHOA, A., 1971;
FRANCO et al., 1989; LACAZ C.S., 1994; LONDERO et al., 1996).

O fungo j& foi cultivado em diferentes substratos naturais (RESTREPO, M.A.,
1978; MOSCARDI-BACCHI et al., 1989) e pelo menos em uma ocasifio isolado de uma
area rural da Argentina (NEGRONL, R., 1968) ¢ da Venezuela (ALBORNOZ, M.B. &
CABRAL, N.A., 1976). Recentemente, SILVA-VERGARA ET. AL. (1998) isolaram
uma especie de P. brasiliensis em solo cultivado por plantagio de café na cidade da Ibia no
estado de Minas Gerais - Brasil e concluiu que os solos cultivados por café podem ser mais
um habitat natural do F. brasiliensis, suportando a hipdtese de infecgio adquirida em
atividades rurais.

A paracoccidioidomicose com 1sso, tem um impacto econdmico e social importante
pois afeta, principalmente, trabalhadores rurais, em contato constante com a vegetagfio e 0
solo (RESTREPO et al., 1970; MARQUES et al., 1983; FRANCO, 1994; BERNARD
et al., 1997). Na forma aguda, apesar de uma menor freqiiéncia, jovens de ambos os sexos

sdo afetados em igual proporgdo e a doenga geralmente € severa e disseminada, indicando
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que o P.brasiliensis infecta tanto homens como mulheres, envolvendo principalmente o
sistema reticuloendotelial com envolvimento 6sseo nos casos mais avangados (MIGLIARY
et al, 1998). Entretanto, na doenga crénica do adulto ha predomindncia de homens
infectados em relagdo as mulheres na faixa etaria entre 30 a 49 anos, chegando a propor¢io
de 25 homens para cada mulher afetada. BLOTTA et. al. (1999) revisou 584 casos
atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina — UNICAMP, Brasil e
verificou que 84% dos pacientes eram homens com idade entre 41 a 50 anos de idade,
afetando preferencialmente trabalhadores rurais totalizando 46%, mostrando propor¢do
entre homens e mulheres em 5.4:1. Nesse trabalho, o nimero elevado de mulheres afetadas
foi justificada pelo aumento da atividade rural de mulheres pos-menopausa na regifo e pelo
local de tratamento ser Ponto de Referéncia na regido de Campinas. Recentemente,
analisamos 64 pacientes com paracoccidioidomicose bucal, atendidos na Faculdade de
Odontologia de Piracicaba ~ UNICAMP e verificamos que 93% dos pacientes infectados
eram homens com idade média de 43 anos, mostrando uma propor¢do entre homens e
mulheres de 15:1.

Estudos “in vitro™ demonstraram que estrogenos atuam inibindo a transformag@o de
micélic ou conidea em levedura, evento fundamental na instalagio da infecgdo
(RESTREPO et al., 1984; SALAZAR et al., 1988). Paralelamente, foi demonstrada a
presenca de uma glicoproteina de 60Kda, identificada como receptor para o estradiol na
membrana citoplasmatica de P. brasiliensis tanto na fase micelial como leveduriforme,
evitando a transformacio da forma micelial em levedura (LOOSE et al., 1983). Decorrente
ao efeito protetor do hormodnio feminino a incidéncia desta micose em mulheres com
atividade hormonal € baixa, chegando a proporgéo de 25 homens para cada mulher afetada
(ARISTIZABAL et al., 1998).

A paracoccidioidomicose, como outras micoses profundas, manifesta-se sob a forma
de infecclio ou doenca. A paracoccidioidomicose-infec¢do caracteriza-se pela auséncia de
sinais ou sintomas clinicos, embora ocorra o desenvolvimento de uma resposta imune
especifica, evidenciada pelo teste intradérmico com paracoccidioiodina (LACAZ et al.,
1956). Apesar deste teste nio responder em pacientes com a forma severa da doenca
(MENDES et al., 1971), devido & deficiéncia da imunidade celular (MENDES, 1975)

associada ao aumento supressor da atividade das células T (MOTA et al., 1988).
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O foco de infecgdo pode regredir com a destruigio do fungo, permanecer na forma
latente com fungos viaveis ou, dependendo das condigdes do hospedeiro e da viruléncia do
fungo, progredir comprometendo diferentes 6rgdos ou sistemas, levando ao aparecimento
de sintomas (FRANCO, 1987a). RESTREPO, A. (2000) sugere ainda, nos casos latentes
com fungos viaveis, que esta micose deva necessitar de muitos anos para manifestar de
forma clinica de doenca, fato este observado em pacientes que desenvolvem a doenga fora
das &reas endémicas, muitos anos depois de terem estado nestas areas, os quais mostram
fungos viaveis porém com poucos brotamentos e pequenos. Mais raramente pode ocorrer
apenas a formagio de uma lesdo pulmonar solitdnia assintomdatica em forma de um nodulo
paracoccidioidal, chamado de paracoccidioidoma. H4 apenas dez casos relatados na
literatura, sendo que comprovados com investigacdo histoidgica apenas quatro (ALVES
DOS SANTOS et al., 1997).

As manifestagdes clinicas da micose sdo as de doenca granulomatosa crdnica
apresentando uma gama de sinais e sintomas agrupados em dois padrdes principais que
definem as suas formas aguda e cronica (FRANCO et al., 1987b). A forma aguda ¢
habitualmente severa, de evolucio rapida, afetando predominantemente o sistema
fagocitario mononuclear (baco, figado, linfonodo e medula Ossea). Nesta forma clinica, o
envolvimento da mucosa € pouco freqilente acometendo 17 a 20% dos pacientes, sendo raro
nos pulmbes onde é observado em apenas 5% dos casos (BARBOSA, 1991). A forma
crénica tem duragdo prolongada, freqiientemente excedendo seis meses, instalagio lenta e
gradual e as lesdes permanecem localizadas (forma unifocal) ou envolvem mais de um
orgdo ou sistema (forma multifocal), como pele, mucosas, ganglios linfaticos, medula
Ossea, supra-renais, baco, figado, intestinos, articulagbes, o0ssos, sistema nervoso
(PADILHA-GONCALVES, 1985; LONDERO et al., 1986; COLOMBO et al., 1994;
MOURA et al, 1994; BLOTTA et al., 1999), sendo que em mais de 90% dos casos
encontram-se lesdes pulmonares, evidenciando um quadro grave e, algumas vezes fatal.
Nos tecidos desses pacientes observa-se tendéncia & formagdo de granuloma organizado
{FRANCO et al,, 1993; MENDES, 1994). A forma aguda e cronica da doenga ¢ dificil de
ser determinada em pacientes com imunossupressio pela infeccio por HIV, os quais
mostram  indicativos clinicos de uma infec¢iio descontrolada com disseminagio

linfohematogénica, semelhante & forma aguda da doenga, porém, esta infecgdo
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provavelmente resulta de foco latente reativado, semelhante a forma cronica da doenga com
lesdes de mucosa (BERNARD & DUARTE, 2000).

Entre estes dois extremos, diversos quadros clinicos podem ocorrer, sendo os
pulmdes, linfonodos, tecido mucocutdneo e glindulas adremais os mais comumente
envolvidos (GIRALDO et al., 1976; FRANCO et al., 1987a; COLOMBO et al., 1994),
podendo ainda afetar mais raramente a bolsa escrotal TOMIMORI-YAMASHITA et. al.,
(1997).

As diferentes formas clinicas nfo devem estar relacionadas somente a fatores
inerentes ao hospedeiro, mas também as caracteristicas do agente infectante, principalmente
sua viruléncia (KERR LB., 1988). SAN-BLAS & SAN-BLAS (1977), mostraram com
auxilio de técnicas citoquimicas, que a viruléncia do parasito estd relacionada com a
presenga de «-1-3-glucana na parede celular do fungo, enquanto que mutantes do mesmo,
com a-manana perdem seu poder patogénico.

E bem conhecido que as amostras de P.brasiliensis variam quanto a viruléncia, fato
este que pode auxiliar na explicagdo gquanto a existéncia de diferentes manifestagdes
clinicas da doenca (FRANCO et al., 1989) Resultados experimentais tém demonstrado
claramente esta variabilidade entre as amostras de P.brasiliensis, e que esta viruléncia €
influenciada pela estocagem e passagem “in vitro” dos isolados (ZACHARIAS et al.,
1986; BRUMMER et al,, 1‘990; KASHINO et al., 1990). De fato, SVIDZINSKI et al.
(1999), mostraram que isolados de P.brasiliensis obtidos de pacientes com doenga crnica
e aguda exibem diferencas morfologicas apds passagem animal, confirmando o
polimorfismo exibido por este fungo e evidencia mais um fator que pode contribuir para
sua patogenicidade apds passagem anmimal, pois sabe-se que subcultivos sucessivos de
P.brasiliensis acarretam a perda de sua patogenicidade que pode ser revertida pelo
reisolamento do agente ap0s passagem animal (BRUMMER et al., 1990; KASHINO et
al,, 1990; FINQUELIEVICH et al., 1993; SINGER-VERMES et al., 1994).

Embora ja tenham sido descritos diferentes padrdes de viruléncia, definidos pela
infecgio experimental em camundongos B10A, SINGER-VERMES et al. (1989)
estudadaram amostras de P.brasiliensis recém isoladas de pacientes com diferentes formas
clinicas, para avaliar se a gravidade da doenga humana estava associada a viruléncia da

amostra isolada. A patogenicidade de cada isolado avaliado nio mostrou associagio entre a
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forma clinica da doenga e o padrio de viruléncia observado em camundongos. Observou-
se, contudo, associagio apenas em isolados fungicos obtidos de casos brandos quando
comparados aos isolados obtidos de casos mais severos. (SINGER-VERMES et al., 1994).

XIDIEH et al. (1999), avaliaram a influéncia genética no padrio das lesdes
desenvolvidas em ratos resistentes e suscetiveis infectados com Paracoccidioides
brasiliensis, e observaram que os animais resistentes mostravam um padrdo inflamatério
rico em neutrofilos nos meses iniciais, passando apéds o segundo més, para um infiltrado
predominantemente mononuclear, com macrofagos tipo-xantomatosos, o0s quais
predominavam durante os periodos restantes, com formacgio de lesdes granulomatosas e
colageno do tipo I, mostrando um provével controle da infeccdo. Ja os animais suscetiveis,
mostraram apenas um padrio inflamatorio rico em plasmoécitos, com lesdes ndo
granulomatosas, durante todos os periodos avaliados (6 meses apés infec¢do inicial),
concluindo que a analise histopatologica comparativa demonstrou a influéncia do padrio
genético do hospedeiro nas lesdes desenvolvidas por ratos resistentes e suscetiveis a
infeccio por P. brasiliensis.

Mais recentemente, KASHINO et. al. (2000) demounstrou que a producio
prolongada de Interferon-gama, IL-2 e secregdo predominante de anticorpos IgG2a estio
associados com resisténcia para P. brasiliensis. Em contraste, a producio de baixos niveis
de Interferon-gama, secregdo prematura de altos niveis de IL-5 e IL-10, eosmofilia, ¢
secrecdo preferencial de isotipos IgG2b e IgA caracterizam doenga progressiva em ammais
susceptiveis. Além destes fatores, cura ou progressdo da doenga podem também estar
relacionados com a efetiva ativagdio ou ndo de diferentes populagdes de linfocitos T por
macrofagos e/ou das células apresentadoras de antigenos (ALMEIDA & LOPES, 2001).

Portanto o estabelecimento da doenca, sua disseminagdo e gravidade dependem
tanto de fatores inerentes ao proprio fungo, como viruléncia e composi¢io antigénica, como
das condi¢cdes ambientais e principalmente dos fatores ligados ao hospedeiro, como idade,
sexo, estado nutricional, patrimdnio genético e capacidade de resposta imunologica. Em
relaclo a este altimo fator, estudos clinicos e experimentais tém sugerido a interagdo entre
mecanismos inespecificos e especificos de defesa que atuam na resisténcia ao P.brasiliensis
(FRANCO et al., 1993; CALICH et al., 1994; PERACOLI et al., 1995), como respostas
imunes do tipo humoral e celular (MOK & GREER, 1977; MENDEZ, 1975; ARANGO
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et al., 1982; SASSINE et al., 1985), levando a produciio de anticorpos especificos que
geralmente refletem a severidade da doenga. DistGrbios imunorregulatorios associados a
paracoccidioidomicose, podem acarretar em uma disseminagio do fungo pelos tecidos,
efeito este ocasionado principalmente pela depressio das ceélulas “natural Killer”,
ocorrendo principaimente na fase tardia da infecciio (PERACOLI et al., 1995).

O diagnostico da paracoccidioidomicose depende da demonstragdo do agente
etiologico em espécimes obtidos do paciente, tais como escarro, pus, raspados de lesfio e
biopsia (HIRSH et al,, 1984; de ALMEIDA et al,, 1991; VILLALBA H., 1998; de
ARAUJO M.S.; 2001). A visualizagio do fungo no material biologico, seu cultivo e a
inoculagdo em animais de laboratorio sio conclusivos para o diagnostico da doenga
(MEYER, 1986; de ALMEIDA et al., 1991).

Todavia, nem sempre € possivel obter-se com facilidade material para exame
micoldgico, principalmente em pacientes com manifestagdes somente em orgdos internos.
Nestes casos, as provas sorologicas sdo de grande valor diagnostico fornecendo evidéncias
indiretas da infeccdo ou conduzindo 4 pesquisa do fungo (MARIAT, 1982; SIQUEIRA,
1982). Em 467 pacientes BLOTTA et, al. (1999) mostrou que 80% dos casos apresentaram
teste soroldgico positivo para paracoccidioidomicose, mostrando a importdncia da analise
sorologica como auxiliar diagnoéstico.

A avalia¢@io da imunidade pode ser feita por testes tanto “in vitro” como “in vivo”
(MENDEZ, 1975; MOK & GREER, 1977). A realizagio destas provas, na
paracoccidioidomicose, permitiu identificar dois pdlos climco-imunoldgico da doenca
(MUSATTI et al., 1976; MENDES, 1980; YARZABAL et al., 1980), as formas polares
anérgicas, processos graves e de mau prognodstico e as forma hiperérgicas, processos
localizados e com boa resposta terapéutica, onde o comprometimento da imunidade ¢
minimo.

Nas formas localizadas da doenga existe hipersensibilidade cutinea retardada e
baixos titulos de anticorpos especificos. Ao contrario, nas formas progressivas, observam-
s¢ varios graus de anergia cutdnea e altos titulos de anticorpos (SASSINE et al., 1985). A
resposta timo-dependente estd freqiientemente deprimida em pacientes com processos

graves e de longa duragfio. A causa desta imunodeficiéncia € pouco conhecida, porém a

Halbert Villalba 10 Revisdo da Literatura




Caracteristicas Ultraestruturais da Paracoccidioidomicose Bucal,

recuperacio da atividade das células T, apés o tratamento sugere que seja adquirida e
reversivel (MOK & GREER, 1977; SASSINE et al., 1985).

Embora a presenca dos anticorpos nio tenha efeito protetor, € de grande importéncia
médica, uma vez que decresce sob efeito da terapia antifiingica, 0 que esta associado &

melhora clinica do doente.
Células Fagocitarias na Paracoccidioidomicose.

As celulas fagocitdrias desempenham papel essencial na resisténcia do
P.brasiliensis, assim como ocorre em outras doencas infecciosas, atuando como as
principais células efetoras frente a essas infecgdes.

Estudos tém demonstrado que, apOs a instalagdo dos fungos nos tecidos, os
leucoceitos polimorfonucleares so rapidamente atraidos para o local por agdo de
substéncias quimiotaticas resultantes de ativagio do sistema complemento. Além disso, o
fungo interagindo com macrofagos alveolares induz 2 liberagio de peptideos, que atraem
neutrofilos ao foco de infecgfio (CALICH et al., 1994).

Neutrofilos de pacientes com paracoccidioidomicose, apesar de fagocitarem o
P.brasiliensis “in vitro”, sdo incapazes de digerir o fungo (GOITHMAN-YAHR et al.,
1989). Esse defeito parece ser especifico para o P.brasiliensis uma vez que estas células
conseguem digerir C.albicans (JENSEN et al., 1994). Esse defeito no processo de digestdo
foi observado em relacio a microorganismos vivos ou autoclavados, mas néo para fungos
mortos por Anfotericina B. Esse processo poderia explicar, em parte, os efeitos terapéuticos
da droga que, destruindo a membrana celular da célula fiingica, a tornaria mais suscetivel 3
fagocitose (GOIHMAN-YAHR et al, 1989). A ultraestrutura dos neutrofilos mostra
granulos intracitoplasméticos eletrodensos arredondados chamados de azurdfilos, granulos
especificos pouco eletrodensos e ovalados, por ser polimorfonuclear seu nicleo mostra-se
em irés a quatro partes separadas, mitocéndrias, reticulo endoplasmatico e Golgi sdo menos
proeminentes ¢ dificeis de serem vistos (BAINTON DF, 1999 e 1993; BORREGAARD et
al., 1993; BAINTON et al., 1971).

A atividade fagocitica de polimorfonucleares € normal em pacientes com

paracoccidioidomicose, todavia estas células apresentam menor capacidade de digerir
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células leveduriformes de P. brasiliensis, assim como macrofagos peritoneais e pulmonares
de camundongos normais sdo incapazes de limitar a multiplicagdo de leveduras do
P.brasiliensis fagocitadas (GOIHMAN-YAHR et al., 1979; BRUMMER et al., 1989;
GOIHMAN-YAHR et al., 1980; GOIHMAN-YAHR et al., 1990; GOIHMAN-YAHR
et al., 1992).

As células fiingicas apresentaram intensa multiplica¢do no interior dos macrofagos,
podendo destrui-los. Este fato pode ter implicagSes importantes na patogénese da doenga,
sugerindo que, “in vivo”, provavelmente, o fungo se multiplica intracelularmente apos a
ingestdo por macréfagos nfo ativados, levando & destruigdo das células e a liberagdo de
mtmeras formas de P.brasiliensis. Assim, os macrofagos poderiam servir como meio de
disseminagio para o fungo (MOSCARDI-BACCHI et al., 1994).

Embora monécitos e macrofagos sejam inicialmente permissivos & multiplicagio
intracelular de alguns patdgenos, estas células eventualmente se tornam ativadas e podem
interferir com o crescimento desses microorganismos (MOSCARDI-BACCHI et al.,
1994). Macrofagos ativados por IFN-y ou linfocinas nfio purificadas adquirem a capacidade
de digerir o P.brasiliensis, podendo desempenhar fungdes efetoras importantes contra o
fungo (BRUMMER et al, 1988b; BRUMMER et al., 1989). CANO et al. (1992)
verificaram que macrofagos cultivados em presenga de linfocinas obtidas de células do
bago de amimais imunizados aumentaram a sua capacidade de destruir conideos.

A importéncia dos macrofagos na destruicio do fungo também tém sido
demonstrada em modelos experimentais. KASHINO (1990), utilizando linhagens de
camundongos resistentes (A/Sn) e suscetiveis (B10.A) a infecgdio pelo P.brasiliensis,
estudou o efeito prévio dos macrofagos com suspensio de carvio coloidal, observando que
ambas as linhagens tornam-se mais sensiveis a infeccio pelo P.brasiliensis apbs
tratamento. Ainda, referente ao processo de ativacio dos macrofagos neste modelo
isogénico, os resultados demonstraram que células peritoneais e broncoalveolares de
animais A/Sn apresentaram maior liberagdo de perdxido de hidrogénio quando comparados
a dos animais B10.A (TEIXEIRA, 1991; CANO et al., 1993). Os mecanismos, pelos quais
os macréfagos ativados sdo capazes de restringir a multiplicagio do P.brasiliensis, ou

mesmo destrui-lo, ainda sfo pouco conhecidos. Um mecanismo que pode ser importante,

Halbert Villalba 12 Revisio da Literatura




Caracteristicas Ultraestruturais da Paracoccidioidomicose Bucal,

envoive a acdo de produtos do metabolismo oxidativo, processo que se estabelece durante a
fagocitose.

McEWEN et al. (1987) demonstraram que neutrofilos de camundongos
sensibilizados com P.brasiliensis e estimulados com o fungo morto, por via intraperitoneal,
apresentavam maior atividade fungicida “in vitro”. Essa atividade se correlacionou com
uma intensa producdo de metabodlitos do oxigénio, confirmando resultados anteriores de
que produtos do metabolismo oxidativo, como a produgdo de perdxido de hidrogénio por
neutrofilos, juntamente com a mieloperoxidase e ions iodo, parecem estar envolvidos na
destruigdo das formas de levedura do fungo (McEWEN et al., 1984). BRUMMER et al.
(1988a) observaram que a atividade fungicida apresentada por macrofagos murinos
ativados ndo era inibida na presenca de superoxido dismutase, catalase, dimetil-sulfoxida
ou azida. Estes resultados indicam que formas de levedura de P.brasiliensis podem ser
digeridas por macrofagos ativados por um mecanismo independente dos produtos do
metabolismo oxidativo. NICHOLS et al., (1971), descreveu os aspectos ultraestruturais
dos macrofagos, observando nticleo claro, geralmente excéntrico, ovalado ou irregular, com
dois ou mais nucléolos (regido mais eletrodensa), granulos azurodfilos eletrodensos, reticulo
endoplasmatico pouco desenvolvido, grande quantidade de mitocOndrias ¢ complexo de
Golgi bem desenvolvido.

Eosinéfilos tém sido relatados com freqiiéncia nos achados celulares da resposta
mflamatoria frente a paracoccidicidomicose. URIBE et al., (1987) relatam terem
encontrado a presenga de eosindfilos em 50% dos casos analisados. BURGER et al. (1996)
verificaram aumento na presenga de eosinofilos apds a quarta semana de infecgio pelo P.
brasiliensis no seu modelo de estudo em camundongos, porém estas células foram
observadas em todos os periodos do experimento. BAINTON & FARQUHAR (1970)
descreveram a ultraestrutura dos eosinéfilos, evidenciando granulos intracitoplasmaticos
ovalados que mostravam regifio central eletrodenso e com aspecto cristaloide (infernum)
envolvida por area clara eletrodensa (extermum), por apresentar nicleo biolobulado
verificou duas partes separadas com cromatina finamente granulosa e eletrodensa. Os
grianulos ocupavam quase a totalidade do citoplasma sendo maiores do que os grinulos dos

neutrofilos.
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Eosinofilos sio células sangiiineas que se acumulam em grande nimero em tecidos
como nasofaringe, pulmdes, pele, intestino e trato genito-urindrio (FOOT, 1965;
HUDSON, 1968; SPRY, 1971). Sabe-se que estas células participam como moduladores
de reagles de hipersensibilidade do tipo I (Tipo anafilitica) (ROBINS et al, 1994) ¢
aumentam em nimero em doencas de origem desconhecida como na vlcera eosinofilica,
mas principalmente em doengas parasitarias com na esquistossomose (VADAS et al.,
1979) e na doenga de chagas (MOLINA et al., 1989). Estudos efetuados por SARAN
(1975), demonstraram que a atividade fagocitica do eosinéfilo para Staphilococcus aureus é
aumentada, quando esses microorganismos estdo associados a anticorpos. Poucos estudos
porém descrevem o papel do eosindfilo nas resposta imunes contra infec¢bes fungicas.
DRUTZ & CATANZARO (1978) verificaram aumento de 3-10% de eosindfilos no
sangue de paciente infectado com Coccidioidomicose, causada pelo fungo Coccidioides
immintis, porém ha poucos casos na literatura de pacientes portadores de coccidioicomicose
com elevado aumento de eosinofilos no sangue periférico ou liquido cerbro-espinhal, como
mostra os trabalhos de = SCHERMOLY & HINTHORN (1988) ¢ HARLEY &
BLASSER (1994). Trés casos de pacientes portadores de paracoccidioidomicose com
envolvimento da medula Ossea foram descritos na literatura com eosmnofilia de sangue
periférico (SHIKANAI-YASUDA et al., 1992). Em microscopia Optica geraimente pode-
se observar a presenca de eosinofilos em meio ao processo inflamatério. Recentemente
mostramos que em 64 bidpsias de pacientes portadores de paracoccidioidomicose bucal,
92,18% dos pacientes apresentaram a presenca de eosinéfilos em meio ao processo
inflamatorio, sendo que em 20% dos casos estavam presentes de forma intensa, porém ndo
houve correlagdo entre a quantidade de eosindfilos e quantidade de fungos nas bidpsias
avaliadas.

Recentemente, WAGNER et al. (1998) através de imunofluorecéncia com
anticorpo policlonal anti-MPB e mmunofluorecéncia de coloragdo dupla, determinaram a
presenga de eosindfilos e depositos extracelulares de proteina basica maior em bidpsias de
pacientes com paracoccidioidomicose. Os autores observaram associagio entre
P.brasiliensis, presenga dos eosinofilos e depositos de proteina basica maior sobre o fungo,
podendo estas células entdo estarem relacionadas com o prognodstico e tratamento, porém

ainda nio esclarecido.
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Paracoccidioidomicose Bucal.

Desde a descricdo de estomatite ulcerosa moriforme de MOTTA & PUPO (1936),
as lesdes de mucosa tém chamado a atengdo e em muitos casos sdo o motivo da suspeita da
Paracoccidioidomicose, estando a teoria da porta de entrada do fungo através de
traumatismo envolvendo as mucosas (BOGLIOLO et al., 1946a, 1946b; 1930) hoje
descartada.

A avaliacfo clinica da boca é muito importante, uma vez que 30 a 50% dos casos
apresentam manifestagdes bucais como queixa principal (GONZAGA et al,, 1995), sendo
comum o aparectmento de lesdes inflamatorias granulomatosas cronicas € progressivas que
envolvem varias areas simultaneamente, com aspecto granular, eritematoso e ulcerado,
chamado de moriforme, afetando principalmente os labios, bochechas, soalho da boca,
lingua e faringe (BHASKAR, 1989; de ALMEIDA et al., 1991; SPOSTO et al., 1993).
Na paracoccidioidomicose juvenil pode haver envolvimento 6sseo devido a disseminacdo
do fungo para a medula Ossea, promovendo lesGes destrutivas evidenciadas em exames
radiograficos, afetando principalmente periodonto de sustentagio (MIGLIARI et al.,
1998), podendo ainda provocar, de forma mais rara, lesdes perfurantes no palato
{CASTRO et al., 2001)

As lesGes bucais sdo consideradas como secundarias do envolvimento pulmonar e
muitas vezes o diagnostico da doenga € feito por citologia ou bidpsia destas lesdes
(SPOSTO et. al., 1994). Estudos mostram que ocorre eiminacdo do fungo via formacéo de
microabscessos no tecido epitelial, sendo possivel sua visualizacio em preparados
citoldgicos para microscopia optica (FRANCO & MONTENEGRO, 1982; URIBE et al.,
1987). Geralmente os pacientes acabam procurando ajuda meédica ou odontologica devido
as ulceragBes bucais, associadas a dor bucal ou de garganta, tosse com expectoracio e
dispinéia BLOTTA et al., (1999). Portanto ¢ importante a atuagfo do cirurgido-dentista
frente a paracoccidioidomicose, uma vez que as lesdes bucais sdo em geral o motivo
principal da procura por tratamento (MOTTA & PUPO 1936).

Evidéncias indicam que P.brasiliensis nas leses bucais sdio conseqiiéncia da
dissemina¢io do fungo no organismo (FRANCO et al., 1994). Porém deve-se considerar

que os tecidos gengivais geralmente apresentam-se alterados, devido a constantes injdrias
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causadas pela placa bacteriana e traumatismos, alterando a permeabilidade dos vasos, que
podem facilitar a instalagio do fungo. Deve-se também considerar que o escarro
contaminado pode trazer o fungo para areas ulceradas da boca. De fato, BOOP (1955),
SOARES & IABUKI (1974) e CASTRO et al. (1975) descreveram casos em que a
micose se desenvolveu a partir de traumatismos.

Em 1963, FONSECA publicou trabalho de revisdo de literatura a respeito das
lesGes dentarias e periodontais e apresentou estudo histopatologico em material de biopsias
de 25 casos de paracoccidioidomicose. Encontrou P.brasiliensis em 11 casos, com lesGes
clinicamente diagnosticadas como periodontite, € em 4 de 19 com diagnostico de
granulomas periapicais. Embora o autor ndo tenha proposto que em seus casos a porta de
entrada fosse a dentania (bucal), chamou a atencfio para a freqliéncia com que o fungo foi
encontrado em tais lesdes.

LAUANDE (1975) estudou as lesdes orais da paracoccidioidomicose, concluindo
ser “o tecido periodontal o de maior receptividade ao desenvolvimento e reprodugdo do
parasita”. Nesse estudo o autor avaliou 25 pacientes, dos quais 11 com bidpsias de
periodonto ¢ em 8 destas encontrou fungos nas lesdes. Apesar de ter encontrado fungos em
lesGes caracteristicamente periodontais e ter referido o isolamento do P.brasiliensis do
periodonto de pacientes sem qualquer manifestacio clinica da doenga, ndo conseguiu
descartar a hipdtese de uma contaminacgdo por via inalatona.

Poucos trabathos de paracoccidioidomicose bucal, na literatura inglesa, s&o
relatados. de ALMEIDA et al. (1991) revisaram 5 trabalhos, da literatura inglesa, que
relataram manifestagdes bucais de paracoccidioidomicose em pacientes residentes fora das
areas endémicas, mas que residiram durante algum tempo nestas areas. Os mesmos autores
ainda relataram a importéncia do conhecimento da histéria pregressa do paciente, podendo
auxiliar no diagnodstico conclusivo da doenga.

Em nosso estudo recente, observamos as caracteristicas clinicas e microscopicas da
Paracoccidioidomicose bucal Em 64 pacientes avaliados e biopsiados encontramos
geralmente multiplas lesdes na cavidade oral, que variavam seu aspecto desde lesdes
tipicamente moriformes, com superficie granuloso com pontos hemorragicos até lesdes
ulceradas com bordos elevados, importante no diagnostico diferencial com carcinoma

espinocelular. Os locais freqilentemente biopsiados em nossos casos correspondiam as
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areas de maior incidéncia, predominando na regifio de mucosa jugal, seguida do palato,
mucosa alveolar, labios e gengiva. Na lingua e assoalho bucal foram os locais menos
freqiientes.

Varios autores chamam a ateng@o para o diagnostico diferencial desta doenga com
outras doencas infecciosas ou neopldsicas como carcinoma, tuberculose, leishmaniose,
coccidioidomicese, histoplasmose, linfoma de Hodgkin, sifilis, granulomatose de Wegner,
sarcoidose, granuloma inguinal, actinomicose e outras desordens granulomatosas
(COLOMBO et al., 1992; SCULLY et al., 1992; SPOSTO et al., 1993).

O tratamento pode ser feito com antifingicos sistémicos como © cetoconazol
200mg, sendo prescrito inicialmente 1 comprimido trés vezes ao dia durante 2 meses (fase
inicial do tratamento), sendo apés administrado 1 comprimido duas vezes ao dia totalizando
um periodo de 24 meses, produzindo resolugiio das lesGes sistémicas e orais com muita
eficiéncia (VARGAS & RECACOECHEA, 1988; de ALMEIDA et al,, 1991; SPOSTO
et al, 1993). Atualmente o tratamento inicial de escolha € a base de sulfonamidas,
decorrente do baixo custo e utilizada principalmente na fase aguda da doenga com bons
resultados (RESTREPO et al., 1983; Hospital da UNICAMP - protocolo de tratamento
2002). Porém sdo utilizados também outros agentes antimicrobianos como Anfotericina B,
40 mg/dia - intravenosa, Sufadiazine, 6mg/dia, ou Sulfisoxazole, 8mg/dia, mas recidivas
ocorrem sem o uso de uma terapia continua (ABERNATHY, 1973; LONDERO &
RAMOS, 1978).

Histopatologia da Paracoccidioidemicose.

De acordo com DORLAND (1951), o termo “granulomatoso” foi expresso
inicialmente por Virchow para descrever uma massa tipo tumoral ou nédulo do tecido de
granulacdo. A histopatologia da paracoccidioidomicose foi inicialmente estudada por
MOTTA (1935), seguido por FIALHO em (1946), o qual utilizou impregnag8o argéntica
para o estudo do parasita.

A resposta granulomatosa pode ser definida como uma reagdo imunologica

especializada, caracterizada por uma cole¢do localizada de células epitelidides, macrofagos
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¢ linfocitos, Ela € filogeneticamente uma resposta primitiva, vista como sendo um método
de ingestdo e remogio de patogenos e irritantes persistentes (SHIEFFIELD, 1990).

O granuloma é uma area focal da inflamagfio granulomatosa. Consiste de um
agregado de macrofagos que se transformam em células tipo epitelidides circundados por
um colar de leucdcitos mononucleares, principalmente linfocitos e ocasionalmente
plasmocitos. Outros granulomas mostram um “manto” externo de fibroblastos e fibras
colagenas. Freqlienternente, células epitelidides se fundem formando células gigantes na
periferia ou algumas vezes no centro dos granulomas. Estas células gigantes podem atingir
cerca de 40 a 50 um de didmetro, com grande massa citoplasmatica contendo 20 ou mais
pequenos nucleos arranjados na periferia das células (célula gigante tipo Langhans) ou
distribuidos ao acaso (células gigantes tipo corpo estranho) (LEWIS, 1925; MARIANO &
SPECTOR, 1973; MARIANO et al., 1975; ADAMS, 1976; WILLIAMS et al., 1983;
HIRSH & JOHNSON, 1984; ROBBINS, 1999).

Granulomas de corpo estranho se formam pela presenca de corpos estranhos
relativamente inertes. Granulomas imunologicos ativos sfio formados a partir de dois
fatores, presenca de particulas ndo digeridas de organismos como o bacilo da tuberculose, e
por imunidade mediada por células T (WARREN, 1977; ROBBINS et al., 1999). Em
1984, HIRSH & JOHNSON descreveram ¢ granuloma inflamatorio misto, onde
apresentaram elementos agudos e crinicos, em processos granulomatosos. Observaram
também que neste tipo de reagdio havia presenca de hiperplasia pseudoepiteliomatosa com
areas de atrofia. No tecido conjuntivo havia presenca de infiltrado composto por
neutrofilos, eosindfilos, linfOcitos, histiocitos e células gigantes multinucleares em meio a
uma proliferagdo fibrocapilar e necrose ocasional. Para diferenciar o granuloma
inflamatorio misto dos granulomas presentes em lesdes de paracoccidioidomicose, URIBE
et. al. (1987) em estudo de lesdes bucais e de pele nfo evidenciaram diferencas quanto ao
seus aspectos microscOpicos e descreveram o granuloma micOtico misto, subdividindo o

seu desenvolvimento em duas formas. Uma com granuloma organizado mostrando trés
zonas concéntricas, como formalmente descrito para a esporotricose (BEURMAN &
GOUGEROT, 1912) ¢ o segundo tipo contém todos os elementos acima citados, mas
aparecem distribuidos ao acaso em uma formagio desorganizada, provavelmente como o

resultado do longo decurso da doenca. KERR et al. (1988) dividiram os granulomas em
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apenas duas zonas, uma central contendo o fungo, e outra periférica. A zona central foi
dividida em duas areas, uma interna e afibrilar, e outra externa e fibrilar, bem definida pelo
método de polarizagio com coloragio de picrosirius, onde células fingicas mostravam
polarizagio semelhante ao das fibras colagenas tipo III. A zona periférica consistia de
colageno tipo I e que era responsavel pela forma concéntrica do granuloma na porgio mais
externa.

O granuloma P. brasiliensis ¢ geralmente centrado ao redor de uma ou mais
particulas fiingicas, é composto por células gigantes e células epitelidides; portanto ¢ um
granuloma epitelidide (KERR et al., 1988). Leucocitos polimorfonucleares podem ser
observados préximos ao fungo na area central, ac redor do granuloma, ha um halo de
células mononucleares. Os granulomas podem mostrar necrose por coagulaciio em adi¢do a
supuragio central (FRANCO et al., 1988). O pélo hiperérgico da doencga € caracterizado
por infec¢do localizada, resposta imune celular persistente e um granuloma epitelidide
compacto, j& o polo anérgico € representado por infecgio disseminada, decréscimo na
imunidade celular e, rico em parasitas, com granulomas pouco definidos (de BRITO &
FRANCO, 1994; SOARES et al., 2000}. O pdlo anérgico com poucos granulomas néo
possul a capacidade de matar células fingicas, como o que ocorre em pacientes com AIDS
(MIYAJI & NISHIMURA, 1983; FRANCO et al., 1989; FRANCO et al,, 1993; de
LIMA et al., 1995; BERNARD & DUARTE, 2000).

Varios estudos estabeleceram, em animais de laboratorio, correlagdo entre o tipo de
les@io histopatologica com a imunidade humoral e celular (IABUKI, 1973; PERCOLI,
1978; DEFAVERI, 1979; REZKALLAH IWASSO, 1981; SOARES et al., 2000).

As caracteristicas da resposta inflamatoria, bem como o tipo de células envolvidas,
mostram a existéncia de quatro estagios na paracoccidioidomicose: (1) estigio neutrofilico
ou monocito-neutrofilico, com predominio de neutréficos acompanhados por linfocitos e
macrofagos, esta resposta inicial dura de dois a trés dias; (2) fase pré-granulomatosa,
também curta, em geral ocorrendo entre sete a dez dias, caracterizada por um aumento no
fluxo de linfocitos e macrofagos, (3) periodo granulomatoso, com a formagiio de
granulomas epitelidides compactos com area central mostrando graus diferentes de necrose
caseosa, supuragdo e fungos, este sendo envolvido por células gigantes e epitelidides, e por

fibroblastos ¢ fibras colagenas do tipo I e II, ¢ (4) estagio cronico com aumento de
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granulomas compactos, poucos fungos e aumento do grau de fibrose (McEWEN, 1987;
KERR et al., 1988; RESTREPO et al., 1992).

MOSCARDI-BACCHI et al., (1989) mostraram a existéncia de linfocitos T-heiper
(CD4) circundando os granulomas e os vasos do tecido envolvido, semelhante ao que é
visto na lepra-tuberculdide e coccidioidomicose.

BURGER et al. (1996), através de uma apalise histologica seqiiencial e
comparativa das lesdes desenvolvidas pelo P. brasiliensis, em camundongos BALB/c
atimicos € eutimicos, verificaram que para ambos os grupos, neutrofilos e macrofagos
foram as células predominantes, observando também a presenga de macréfagos em
transigio para células gigantes e células epitelidides. O P. brasiliensis estava sempre micro-
envolvido por uma matriz extracelular.

A morfogénese da reagiio granulomatosa desenvolvida nesta doenga nio esta bem
estabelecida. Entretanto, esta reagdo tem sido associada com muitos fatores, alguns
relacionados ao fungo e outros a resposta do hospedeiro (MONTENEGRO et al., 1994).

Nos homens, a lesfio essencial é um granuloma supurativo com células gigantes.
Outras caracteristicas como acantoses proemunentes, com formagio de hiperplasia
pseudoepiteliomatosa e um granuloma tipo tuberculdide sdo vistos (URIBE et al., 1987; de
ALMEIDA et al., 1991; VILLALBA H., 1998). Os fungos aparecem com duplo contorno,
com aproximadamente 30 pm de didmetro, circundados por miltiplos brotamentos
(MOORE, M. 1955). Sdo observados em H/E, porém sio mais bem visualizados em
coloragdes com o acido periddico de Shiff (P.A.S)) e pela impregnacio argéntica (Gomori
Grocott) (BERTOLINI et al.,, 1981). Achados semelhantes foram descritos por URIBE et
al. (1987), onde também ndo observaram diferencas histologicas marcantes entre lesdes de
pele e de mucosa oral. Mais recentemente IOVANNITTI et al. (1999) descreveram a
evolugdo dos aspectos histopatolégicos da paracoccidioidomicose em diferentes 6rgdos e
tecidos, mostrando que os aspectos das lesdes granulomatosas s3o semelhantes nestas
diferentes estruturas.

Estudos como o de FRANCO et al. (1997), relatam a formacio de granulomas “in
vitro” por células mononucleares do sangue periférico, obtidas de pactentes com forma
aguda e cronica da doenga, tratados a base de sulfonamidas e/ou anfotericina B. Os autores

evidenciam uma methor resposta granulomatosa, contra antigenos do P.brasiliensis, em
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pacientes com tratamento, do que nos pacientes ndo tratados. Pacientes com forma aguda
da doenga desenvolveram menor intensidade de formaciio de granulomas quando
comparados aos pacientes com forma cronica da doenca, mostrando uma correlagiio entre
os graus de reatividade granulomatosa e as formas clinicas da doenga em modelos
experimentais “in vitro”.

Em trabalho prévio mostramos as caracteristicas microscOpicas da
paracoccidioidomicose bucal em 64 pacientes infectados, quantificando de forma subjetiva
a presenga de células gigantes, granulomas organizados e nfo organizados, a presenca de
fungos no interior das células gigantes e das células mononucleares, microabscessos e
infecgdo em outras estruturas como glindulas salivares. A analise foi realizada através de
metodos histoquimicos, onde os achados foram tabulados e correlacionando entre si, ndo
verificando  diferencas estatisticamente significantes entre os diferentes grupos.
Verificamos, porém, que a presenga dos fungos davam-se principalmente no interior das
células gigantes e dos macrdfagos, geraimente com multiplos brotamentos, principalmente

em lesdes com infiltrado inflamatdric intenso com granulomas pouco organizados.

Ultraestrutura da Paracoccidioidomicose

As caracteristicas ultraestruturais da Paracoccidioidomicose tem side estudadas
desde a década de 60, com os estudos de LACAZ em 1960, descritos no Manual de
Micologia Médica ¢ por CARBONELL & POLLAK (1963) os quais observaram a fase
leveduriforme do fungo em meio de cultura. CARBONELL & RODRIGUES (1965)
descreveram a transformagdo da fase micelial para levedura em meio de cultura ¢ em
inoculagdo em animais, onde mais tarde, CARBONELL (1969) em estudo comparativo
entre a fase micelial e leveduriforme, evidenciou trés camadas na parede do fungo,
presentes tanto na fase micelial quanto leveduriforme, apresentando uma camada intema,
composta por uma fina membrana plasmética, uma camada média, mais espessa e
apresentando uma estrutura lamelar principalmente na fase micelial e uma camada fibrilar
externa.

VIEIRA e SILVA et al. (1974) avaliaram os aspectos ultraestruturais do

P.brasiliensis em microscopia eletronica de varredura quando cultivado em meio de cultura
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a temperaturas ambiente e de 37° C, observando tanto a fase micelial quanto a
leveduriforme. Na fase micelial ele comparou os micélios a estruturas semelhantes ao
bambu, havendo a presenga de multiplos brotamentos, os quais apresentavam-se como
“bolsas”. As leveduras eram arredondadas a ovaladas, com superficie levemente fibrilar,
geralmente com brotamentos na periferia semelhantes as da forma micelial, chamando
atengdo para a presenga de formas livres persistentes, espalhadas no meio de cultura, sem
brotamentos e de tamanho reduzido, sugerindo formas quiescentes ou recém formadas, que
desprendem-se tanto do micélio quanto da levedura e acometem o meio externo,
considerando importante na epidemiologia do fungo.

IABUKI & MONTENEGRO (1979) estudararn as alteragdes locais e sistémicas
geradas em hamsters apds a inoculagdo com P.brasiliensis, com microscopia Optica
convencional, eletronica e monitoramento dos niveis plasmaticos de anticorpos nas
diferentes fases da infec¢fo com imunofluorecéncia indireta. Os achados ultraestruturais
revelaram a presenca de fungos circundado por células inflamatorias, principalmente
neutrofilos nas fases iniclais das lesfes e apoés 3 a 5 dias com a presenga
predominantemente de macrofagos, portanto as lesdes evoluiram de forma progressiva e
cronica. Nas lesfes iniciais, os neutrofilos proximos ao fungo mostraram degeneracio
citoplasmatica e perda das membranas celulares, enquanto que neutréfilos a distdncia
mostravam-se normais. Observaram ainda, espagos claros entre fungos intactos e as células
inflamatdrias, este espago era inexistente quando havia destruicdo do fungo e o citoplasma
dos neutrofilos penetravam na parede do fungo. Alguns destes espagos continham depdsitos
irregulares de material osmiofilico granular. Nas lesdes cronicas a regifio central mostrava-
se supurativa com fungos em atividade reprodutiva envoltos por PMNs e mais
externamente haviam vérias camadas de macrofagos. As alteraces ultraestruturais nas
células inflamatorias foram semelhantes tanto nas lesSes agudas quanto cronicas. Apos 10
dias as lesGes mostravam a presenga de linfocitos e plasmécitos principalmente ao redor
dos granulomas epitelidides. Nestas lesdes os fungos eram grandes e quiecentes, bem
preservados, freqlientemente com vaclolos centrais e organelas facilmente visiveis, com
degeneracio da interface fungo/macrofago leve ou ausente, a qual havia pequeno espago
preenchido por material finamente granuloso e osmofilico ndo identificavel e vactolos

aderidos a esta regido. Este aspecto predominou nos granulomas epitelidides.
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MIGUETTI et al. (1985) através da microscopia eletronica de varredura, descreveu
o aspecto ultraestrutural do P. brasiliensis em meio de cultura. A fase leveduriforme
mostron que o fungo era esférico a ovalado semelhante as células mies que mostravam
grande nimero corpos emergindo de sua superficie, os quais mostravam-se com diferentes
tamanhos e formas, porém, geralmente com formato esférico ou ligeiramente alongado. Os
brotamentos mostravam-se firmemente ou ligeiramente aderidos a célula mae. A superficie
das leveduras eram cobertas com componentes microfibrilares formando uma delicada rede
sobre a superficie da célula mde e de seus brotamentos, sendo pouco aparentes nestes
brotamentos, observado também previamente por KANETSUNA F. (1981). Algumas
leveduras apresentavam-se como formas livres, ndo aderidas a célula mae. Esses achados
conferem os achados previamente descritos por VIEIRA E SILVA et al., (1974), e por
CARBONELL (1969) o qual descreveu, em microscopia eletrbnica de transmissdo,
presenca de uma camada superficial formada por microfilamentos e composta por alfa e
beta 1,6 glucana, importantes na patogenicidade do fungo (CARBONELL et al., 1970).

A descricio do P.brasiliensis em biopsias de tecido humano foram descritas
inicialmente por FURTADO et al. (1967) sendo os mesmos achados posteriormente
descritos por KASHINO et al. (1987) onde estudaram as curvas de crescimento,
morfologia e ultraestrutura de dez isolados diferentes de P.brasiliensis obtidos de pacientes
que viveram em diferentes areas endémicas. Seus resultados revelam que os aspectos
morfologicos e ultraestruturais eram semelhantes em todos os isolados, havendo diferenga
apenas nas curvas de crescimento. Quanto ao aspecto ultraestutural o P.brasiliensis
apresentou parede com espessura de 0,1 a 0,2, camada mais externa delgada e eletrodensa
e depositos eletro-opacos na superficie, segunda camada larga, homogénea e pouco
eletrodensa foi observada em toda a sua extensfio, evidenciando em alguns preparados uma
sub-camada eletrodensa e terceira camada interna foi observada como unidade de
membrana, mostrando estrutura trilaminar. Em alguns isolados, as células apresentavam
multiplas invaginacGes para o interior da membrana plasmatica, constituindo vesiculas e
estruturas tubulares associadas a formacgio dos septos no processo de brotamento, sendo os
mesmos achados descritos posteriormente por BORBA et al., (1999). Havia ainda, grande
quantidade de mitocOndrias nas leveduras, algumas proximas a superficie da célula. O

reticulo endoplasmatico mostrava-se como uma longa cisterna ndo dilatada, sem
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ribossomos, 0s quais estavamn hivres no interior do citoplasma do fungo. Fregiientemente
observaram vacliolos de diferentes tamanhos e formas, sendo que alguns deles continham
gré.rade quantidade de material eletro-denso. O Aparelho de Golgi ndo foi identificado. As
leveduras de P.brasiliensis sio multinucleadas, com dois a cinco nacleos envoltos por
membrana nuclear porosa e conteildo preenchido por eucromatina, porém nucléolos nio
foram descritos, sendo posteriormente descritos por BORBA et al. (1999) ao analisar o
crescimento do P.brasiliensis em diferentes meios de cultura.

KERR et al., {(1988) descreveu os aspectos morfologicos e ultraestruturais dos
granulomas na paracoccidioidomicose, dividindo-os em duas zonas, uma central contendo
fungos, e uma periférica, com presenca de matriz composta por colageno I e III,
proteoglicanas, glicoproteinas e substincia amorfa. A principal populagio celular foram os
macrofagos, células epitelidides com mnicleo volumoso, cromatina difusa, nucléolos
eletrodensos, poucos grinulos azurdfilos, muitas mitocOndrias e reticulo endoplasmatico
proeminente, e celulas gigantes na zona central, com fibroblastos na periferia e fibrose.

DEFAVERI et al. (1989) induziram reacdo inflamatério em animais normais e
previamente imunizados para P.brasiliensis. Através da injegHo intravenosa de particulas de
betonite cobertas com antigenos de P.brasiliensis. Os autores descreveram 0s aspectos
morfologicos em microscopia Optica € eletrdnica a evolugio do processo inflamatorio que
envolvia 0s émbolos nos capilares pulmonares dos animais, durante periodos de 2.4,6 ¢ 8
dias. Os animais previamente imumzados mostraram uma rea¢do inflamatoria intensa ja no
segundo dia, evoluindo o processo inflamatoria com formacgio de granulomas epitelidides
no 6 dia. Este aspecto ndo foi observado para os animais nfo imunizados previamente. Nos
animais previamente imunizados, o aspecto ultraestrutural dos granulomas mostrou a
presenga de grande quantidade de macrofagos, que mostravam nlcleos alongados,
nucléolos ndo evidentes, grande quantidade de mitocdndrias, Aparetho de Golgi
desenvolvido e grande quantidade de ribossomos livres e aderidos sob o reticulo
endoplasmatico, mesmas caracteristicas descritas por NABARRA et al. (1979) e
posteriormente por BRUMMER et al. (1990). Estas células mostravam ainda grande
quantidade de interdigitacbes de membrana, muitas delas envolvendo as particulas pré-
injetadas. Nos animais nio imunizados os macrofagos mostravam poucas organelas e

interdigitacdo de membrana, nfo formando granulomas.
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Em estudos ultraestruturais de leveduras de P. brasiliensis no interior de macrofagos
ativados foi possivel demonstrar que apés 4 horas de interagdo, a destruicdo das células
fingicas ocorre no interior de fagossomos bem definidos, geralmente rodeados por varios
lisossomos preenchidos por estrutura granular e intensamente eletrodensa, na qual ha
desintegragdo citoplasmatica e esvaziamento das células fiingicas, restando apenas a parede
celular (BRUMMER et al., 1990). Este ultimo aspecto foi observado previamente por
GOIHMAN-YAHR et al. (1989), que verificou deficiéncia fagocitiria de neutrofilos
provenientes de pacientes com Paracoccidioidomicose, descrevendo pequenas alteragbes na
membrana celular do fungo quando submetido a tratamento com Anfotericina B, porém sua
parede permanecia inaiterada mesmo apos tratamento.

Outros trabalhos mostraram de forma detalhada a presenca de uma pequena
interface entre o P.brasiliensis e as células inflamatorias quando o fungo estd morto ou
degenerado, ocorrendo principalmente em fungos maiores e multinucleados, porém esta
interface ¢ ampla em fungos vidveis, geralmente pequenos, com um uUnico nicleo,
mostrando que os diferentes padrdes de interagdio do P.brasiliensis com células do
hospedeiro podem ser decorrentes do afluxo de células inflamatorias funcionalmente
diferentes ao focal de inoculagdo ou a idade dos fungos ou ambos os fatores. Neste trabatho
os neutrofilos foram as principais células presentes no micio do processo inflamatério,
sendo progressivamente substituidas por macréfagos a partir do segundo dia. A presenca de
eosinofilos ocorreu em menor quantidade quando comparadas com os neutrdfilos e
macrofagos, e foram observadas circundando células flngicas viaveis nas lesdes. Apesar de
estarem comumente presentes neste tipo de lesGes, nfio se sabe a funcio exata destas células
frente a paracoccidioidomicose (COELHO et al., 1994).

Apesar de alguns trabalhos terem mostrado os aspectos ultraestruturais da
Paracoccidioidomicose “in vitro” e em experimentos animais de lesdes em diferentes
orgios e tecidos, poucos s@o os relatos relacionados aos achados em tecidos humanos, nio
havendo relatos de lesbes bucais quanto aos aspectos em microscopia eletrdnica de
transmiss3o e varredura. Portanto, o presente trabalho objetiva avaliar os aspectos
ultraestruturais das lesSes bucais da Paracoccidicidomicose através da microscopia

eletrénica de transmissio e varredura.
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Caracteristicas Ultraestruturais da Paracoccidioidomicose Bucal.

Os objetivos deste trabalho sfo:

Halbert Villalba

Analisar em microscopia eletrénica de transmissio os padrdes
ultraestruturais do Paracoccidioides brasiliensis nas lesdes bucais, bem
como sua interagio com as células inflamatorias, células gigantes e
processo granulomatoso.

Analisar em microscopia eletrénica de varredura os aspectos
ultraestruturais  superficiais das lesdes bucais provocadas pelo

P.brasiliensis.
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Material e Métodos

Microscopia Eletrénica de Transmissio (MET)

Material de 14 bidpsias de paracoccidioidomicose bucal foram processadas para
observagOes em microscopia eletronica de transmissdo. Os fragmentos foram fixados em
glutaraldeido (COH (CH2)3COH) 2,5%, pH 7.3 , durante 4h a 4°C. A pos-fixacio foi feita
com tetroxido de osmio (OsO4) 1% a 0,1M, em tampio fosfato pH 7.3 por 2 horas. A
desidratacio foi realizada em concentragdes crescentes de etanol: 50% (3x Smin), 70% (1x
50min), 90% (2x 10min), 100% (3x 5min) e Oxido de Propileno (2x 15min).

A inclusiio foi feita em araldite + Oxido de propileno (1x 12horas), araldite pura a
3°C (1h) e estufa a 60°C durante trés dias. Os cortes semifinos obtidos no ultramicrotomos
foram corados com azul de toluidina a 2% e observados ao microscopio Optico. As areas
desejadas para analise ultraestrutural foram marcadas e os blocos trimados.

Cortes ultrafinos obtidos no ultramicrétomo com navalha de diamante foram
recolhidos em tela de cobre circular de 3mm de didmetro, com malha fina de 400 mesh
{malhas/polegada). A contrastaciio foi feita com acetato de uranila e citrato de chumbo,
para isso colocamos a grade com os cortes voltados sobre uma gota de acetato de uranila
previamente depositado em parafina no fundo de uma placa de Petri, devidamente
protegida da poeira ambiente. Deixamos por 20 a 30 minutos. Com auxilio de uma pinga
lavamos diversas vezes em 3 banhos de agua bidestilada. O excesso de agua foi absorvido
com um pedago de papel de filtro que se insere entre as pontas da pinga; colocamos entdo a
grade sobre uma gota de citrato de chumbo durante 5 al0 minutos, lavamos novamente e
secamos como descrito anteriormente.

As observacbes e documentagdes foram feitas com auxilio do microscépio
eletrébnico de transmissdo Zeiss EM10 da Faculdade de Odontologia de Piracicaba. As
imagens obtidas foram reproduzidas inicialmente em papel fotografico Kodak e
posteriormente digitalizadas, com auxilio de scanner Genius com 600x1200dpi de

resolucio.
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Micrescopia Eletronica de Varredura (MEV)

Material proveniente de 06 bidpsias de paracoccidicidomicose bucal foram
processados para observacdes em MEV. As superficies das bidpsias foram inicialmente
limpas em soro fisiologico para remogdo de residuos de sangue. O fragmento foi fixado em
dois banhos de glutaraldeido a 5% por 3 horas cada em temperatura ambiente.

Para a pos-fixacio usamos acido osmico 1% em solucio aquosa por 3 horas. A
desidratagfo foi feita em concentragdes crescentes de acetona: 10% (1h), 20% (1h), 30%
(1h), 50% (1h), 70% (1h), 90% (1h) e 3x 100% (1h cada). Apos a desidratacdo, os
espécimens foram condicionados no aparelho de secagem ao ponto critico da Palzers Union
CDP 030, resfriado previamente a 6°C e seis banhos de COa, aquecidos lentamente até
alcancarem o ponto critico a 28°C, sendo aquecidos até 42°C a uma pressdo de 80bar, e
libera-se o gas lentamente até a pressdo atmosférica normal. Os espécimens foram
montados nos suportes “stubs” (usando fita de cobre) com a superficie epitelial voltada para
cima e inseridos no metalizador da Palzers Union MED 010, aparelho evaporador de
carbono e ouro para a metalizagio. No metalizador, os espécimens foram submetidos a
50ms de evaporacéio de carbono e posteriormente 200ms de metalizagdo com ouro.

As observacGes e documentacgdes iniciais foram feitas com auxilio do microscopio
eletrdnico de varredura Zeiss, modelo MEV DSM940A, do Nucleo de Apoio a Pesquisa da
Escola Superior de Agronomia Luis de Queirdéz — USP. As imagens foram capturadas
simultaneamente em computador, digitalizadas e armazenadas em disquetes de Y.
Posteriormente os espécimens foram novamente analisados em microscopio eletronico de
Varredura Jeol JSM 5600 LV, da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP do
departamento de Patologia Bucal.
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RESULTADOS

CARACTERISTICAS GERAIS DOS PACIENTES,

A idade média dos 20 pacientes com Paracoccidioidomicose bucal, cujas bidpsias
foram avaliadas em Microscopia eletrénica foi 45,88 ~ 9,09, sendo que 95 % tinham mais
de 30 anos e o mais jovem 25 anos (tab. 1). Houve predomindncia do sexo m.ascuiino,
correspondendo a 18 casos {90%). Os locais mais freqientemente biopsiados estdo na
tabela 1. Houve predominancia de biopsias em lesdes de mucosa jugal, seguida do rebordo

alveolar sendo que nas outras areas houve igual incidéncia.

‘Tabela 1 — Grupos etarios e localizacées das lesées bucais dos 20 pacientes com

Paracoccidioidomicese bucal,

Grupos de idade Pacientes % Localizagio | Total
19-30 5% 1 Mucosa jugal 7
31-40 30% Rebordo alveolar 4
41 - 50 35% ’ Palato 3
51-60 15 % j Labios 3
61-71 15 % ! Gengiva 3

CARACTERISTICAS ULTRAESTRUTURAIS

Na analise ultraestrutural em microscopia eletronica de transmissido, observamos os
diferentes aspectos entre as células inflamatdrias, formagfo dos granulomas, disposi¢do das
células inflamatérias nos granulomas, presenca de macréfagos epitelidides, células
gigantes, neutrofilos, plasmocitos, eosinéfilos, mastocitos e estruturas associadas como
nervos, vasos sanguineos, tecido epitelial, bem como as diferentes formas presentes de

P.brasiliensis. Como sdo varios os pardmetros, estes serdo descritos separadamente.
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Microscopia Eletronica de Transmisséo.

Células

Os macrofagos e neutrofilos foram as principais células inflamatérias presentes nas
lesGes bucais de paracoccidioidomicose, seguidos por plasmécitos, linfocitos, eosinofilos e
mastocitos. Os neutrofilos (fig. 1), por serem pohimorfonucleares, apresentam nicleo com
duas a quatro partes separadas, grinulos especificos (secundarios) pequenos e pélidos
(pouco eletrodensos), granulos azurdfilos (primdrios) maiores ¢ mais eletrodensos, aparelho
de Golgi rudimentar, poucas mitocOndrias, reticulo endoplasmatico discreto e poucos
ribossomos livres.

Os macrofagos (fig. 2a) apresentam nucleo geralmente excéntrico, ovalado ou
irregular, com cromatina pouco densa (pouco eletrodenso), com dois ou mais nucléolos
(regifio mais eletrodensa), granulos azurdfilos eletrodensos, reticulo endoplasmatico pouco
desenvolvido, grande quantidade de mitocondrias € complexo de Golgi bem desenvolvido.
Macrofagos epitelidides (fig. 2b) mostram nucleo volumoso, cromatina difusa, nucléolos
eletrodensos, poucos grinulos azurdfilos, muitas mitocondrias e reticulo endoplasmatico
proeminente. Ao se unmirem formam células gigantes (fig. 2c).

Os linfocitos (fig. 3) mostram nucleo central ou levemente excéntrico, arredondado,
com 4reas de cromatina densa e difusa. Seu citoplasma € escasso mostrando cisternas de
reticulo endoplasmatico. Os plasmocitos (fig. 3} mostram nucleo excéntrico, ovalado,
nucléolo central com cromatina densa em forma piramidal na penferia, entremeada por
cromatina difusa (aspecto em roda de leme). Seu citoplasma apresenta grande quantidade
de reticulo endoplasmatico rugoso, mostrando em algum casos, completamente preenchidos
por material homogéneo eletrodenso, mitocondrias e complexo de Golgi sdo pouco
evidentes.

Eosinéfilos (fig. 4) apresentam nacleo bilobado, com granulagdes
intracitoplasmaticas maiores do que a dos neutrofilos, ocupando quase inteiramente o
citoplasma, ovalados com cristaloides eletrodensos no seu interior (internum) envolvido por
porcdo menos eletrodensa (extermum). O aparelho de Golgi, mitocdndrias e reticulo

endoplasmatico sdo pouco desenvolvidos e mais dificeis de serem observados.

Halbert Villalba 30 Resultados




Caracteristicas Ultraestruturais da Paracoccidioidomicose Bucal,

Os mastocitos (fig. 5) mostram nucleo excéntrico, riniforme, com cromatina densa.
Seus granulos sfo arredondados com material eletrodenso central em diferentes tamanhos.
O aparelho de Golgi, mitocdndrias e reticulo endoplasmatico sfio pouco evidentes. Quando
ativado, seu nidcleo torma-se ovalado com cromatina difusa, os grinulos mostram-se
volumosos e rompem na superficie celular.

As células epiteliais apresentam mnicleo volumoso, cromatina difusa, pouco
eletrodensa e nucléolo arredondado eletrodenso. O citoplasma mostra grande quantidade de
estruturas fibrilares eletrodensas dispostas em varias diregbes. A membrana plasmatica

forma pontes intercelulares unidas por desmossomos eletrodensos (fig. 6).

Paracoccidioides brasiliensis

A forma do Paracoccidioides brasiliensis (Pb) nas lesbes bucais é leveduriforme
(fig. 7). Sdo células arredondadas ou ovaladas, nicleo com cromatina finamente granular,
densa e nucleolo mais eletrodenso do que a matriz nuclear. O reticulo endoplasmatico é
discreto, com ou sem ribossomos aderidos a sua superficie. MitocOndrias e vactolos
intracitoplasmaticos eletroliicidos e eletrodensos sdo melhor observados.

Fungos adultos geralmente sdo maiores, com varios vaciolos intracitoplasmaticos
centrais ou periféricos, eletrolucidos (fig 8); fungos jovens sio menores e mostram poucos
ou nenhum vacuioclo intracitdpiasmético (fig. 7). A parede celular dos fungos € espessa ¢
possui trés camadas: Camada externa mais espessa e eletrodensa, composta por delicada
rede de fibrilas entrelacadas formando uma auréola, camada meédia eletrolicida e
homogénea e camada interna composta pela membrana plasmatica, geralmente regular,
podendo mostrar areas com pequenas invaginagdes (fig. 9).

O P.brasiliensis multiplica-se por brotamento ou gemulagio, vistos principalmente
em fungos adultos. Estes processo ocorre principalmente no interior dos macréfagos,
células gigantes e conjuntivo, mas de forma rara, observamos este processo no interior das
células epiteliais (fig. 10).

Os brotamentos sdo as células filhas, unidas por um pedinculo a célula mie que
posteriormente se rompe (figs. 11 e 12). Este processo ¢ invasivo, distorcendo estruturas
proximas (fig. 12). As células filhas mostram as mesmas estruturas de parede e contetdo

intracelular das células mae, porém com nenhum ou poucos vaciolos intracitoplasmaticos.
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Formas isoladas do fungo foram observadas no interior dos granulomas, células gigantes,

macréfagos, neutrofilos e células epiteliais (figs. 8, 9 el3).

Granulomas, morte e degradacio fangica.

Os granulomas organizados mostram regifio central ocupada por celulas gigantes
multinucleadas, com citoplasma extenso, ricamente vesiculoso e raros granulos azuréfilos.
Geralmente os fungos mostram estrutura tipica com pouca ou nenhuma distor¢io da parede
celular, com ou sem brotamento. Perifericamente e/ou no interior do granuloma organizado
podemos observar macrofagos epitelidides, linfocitos e/ou plasmoécitos (figs. 14 ¢ 15). Os
granulomas desorganizados perdem as caracteristicas anteriores, sdc mais celularizados,
geralmente com neutrdfilos no interior realizando fagocitose, macrofagos, plasmocitos ¢
mator quantidade de fungos jovens com ou sem brotamentos (fig. 16).

Morte ou degradagio do P.brasiliensis ocorre com o processo de fagocitose
realizado por neutrofilos e macrofagos. O fungo € colocada em compartimento fechado
limitado por membrana (fagossoma), liberando entio o conteddo de seus grénulos
intracitoplasmaticos ricos em enzimas digestivas. Neutrofilos ativados mudam sua
morfologia, mostrande nacleo com cromatina difusa e dreas eletrodensas, ocorre a
formagdo do fagossomo que envolve o fungo. Lisossomas unem-se a superficie do
fagossoma e fusionam-se, liberando seu conteiido eletrodenso. O material eletrodenso
depositado na interface fagossoma e superficie fungica torna-se finamente granuloso (figs.
17 ¢ 18).

Ha uma interface larga entre fungos viaveis e a2 membrana do fagossoma das células
de defesas (fig. 7b) mostrando auséncia ou minima alteragdo da superficie com pequenas
invaginagdes da camada média e da membrana plasmatica e depdsitos finamente
granulosos e eletrodensos (figs. 19 e 23). Fungos em destrui¢do mostram interface pequena
ou ausente entre sua superficie e o fagossoma, geralmente com fino material granuloso
eletrodenso no interior (fig. 18). Ocorre degradagdo inicial das estruturas da parede do
fungo, principalmente das camadas média e interna, com posterior degradacdo do contetido
intracelular, permanecendo apenas a camada externa, retraida ou ndo (figs. 20, 21 e 22).
Fungos adultos desenvolvem-se em grandes células, assumindo grandes proporgdes no

interior das células gigantes de granulomas nio organizados. (fig. 24).
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A disseminagio da doenca se di de forma linfohematogénica, pela presenca de
fungos viaveis ndo degradados no interior de neutrofilos e macrofagos que acometem a

circulagdo (fig. 25).

Outras estruturas

Além das caracteristicas descritas anteriormente, observamos presenga de
estruturas associadas, como vasos sanguineos (fig. 26) e nervos (fig. 27). Apesar destas
estruturas estarem envolvidas pelo processo, nfo verificamos nenhuma alteragdo das

mesmas.

Micrescopia eletronica de Varredura.

Na varredura podemos observar as alteragdes geradas pelo P. brasiliensis nas
superficies da mucosa. As biopsias mostravam area livie de alteragio com superficie
epitelial normal e area afetada. Na regiio de mucosa sadia observamos que as células
epiteliais se dispdes lado a lado como “folhas sobre um terreno” porém firmemente unidas.
Em algumas regides podemos observar que algumas destas células estdo descamando (fig.
28). A superficie das células epiteliais normais ¢ corrugada (fig. 29).

Nas areas afetadas a principal alteracio foi a formagdo de microabscessos que
evoluem para micro-erosdes. Estas areas se caracterizam por pequenas elevagdes com
pontos escurecidos centrais, distribuidos em vérias regides de forma irregular (fig. 30). Os
microabscessos afetam primeiramente células epiteliais superficiais isoladas, gerando
alteracbes na superficie. A porco central superficial da célula toma-se elevada, escurecida
e recoberta por delgada membrana translicida. A porgio periférica torna-se deprimida e
lisa, envolvendo o restante da superficie (fig. 31). O processo evolui envolvendo mais
células da superficie e as lesGes se coalescem até o inicio do rompimento do micro-
abscesso intraepitelial, caracterizado por esfoliagio da superficie central (fig. 32).

O rompimento do micro-abscesso forma entdo uma micro-erosio, com intimeros
fragmentos celulares e leito recoberto por célula epitelial com aspecto de normalidade (fig.
33).

Obs: Legendas das figuras a partir da pagina43.
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Microscopia Eletronica
de Transmissao
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Fig.32b
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Legendas

Fig. 1 — Neutréfilos no interior do granuloma nfo organizado (setas), {N) nicleo, grinulo
azurdfilo (GA), granulo especifico (GE). P.brasiliensis jovem (Pbj) com pouco vacholos,
cromatina difusa e parede celular integra envolvido por fagossoma no interior do neutréfilo.
Aumento de 5.000x.

Fig.2 — a: Macrofago (M) fagocitando o fungo (seta) rodeado por macréfagos epitelidides
(Me), aumento de 5.000x; b: Detalhe do Macrofago Epitelidide, aumento de 8.000x; c:
Célula Gigante (CG) fagocitando dois fungos (setas), circundada por macrofagos, aumento

de 5.000x; (N) nucleo, (n) nuciéolo, {m) mitocéndria, granulo azurdfilo (cabega de seta).

Fig. 3 — (L) linfocito, {(P) Plasmécito com grande quantidade de reticulo endoplasmatico
rugoso (seta) e vesiculas preenchidas por material homogéneo eletrodenso (cabeca de seta),

nucleo(N). Acima e a esquerda observamos o macréfago (M). Aumento de 5.000x.

Fig. 4 —~ Detalhe do eosinofilo em contato com fungo. (N) niicleo, granulos com conteddo
cristaldide (G). Ha uma estrerta interface nfio continua (seta) entre a superficie do fungo
(Pb) e o eosinofilo. Aumento de 12.500x.

Fig. 5 ~ Em a: Processo de degranulacio de um mastdcito. Os inimeros granulos (cabeca
de seta) sdo arredondados, preenchidos por material eletrodenso e rompem-se na superficie
da célula (seta). O micleo (N) mostra cromatina eletrodensa com areas eletrolicidas. O
mastoceito ativado esta rodeado por plasmécitos (P). Aumento de 5.000x. Em b: mastécito

ndo ativado. Aumento de 6.000x.

Fig. 6 — Célula epitelial do estrato espinhoso, com nicleo central (N), nucléolo eletrodenso
(n), pontes intercelulares (setas) unidas por desmossomos (cabega de seta). No citoplasma

observamos grande quantidade de filamentos intermediarios de queratina. Aumento de

5.000x. JNicamp

I
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Fig. 7 — a: Paracoccidioides brasiliensis na forma de levedura no interior de uma célula
gigante. O fungo mostra camada externa eletrodensa (seta branca), com estruturas fibrilares
delicadas e entrelagadas, camada média clara e homogénea (seta escura), camada interna
eletrodensa (cabega de seta); nicleo (N), nucléolo (n), mitocdndria (m). Aumento de
10.000x. b: Detalhe das estruturas internas do P.brasiliensis jovem com poucos vaciolos
(V), nicieo (N), mitocOndrias (m). Observe o espaco entre a superficie do fungo e a

membrana do fagossoma (seta). Aumento de 10.000x.

Fig. 8 —Ultraestrutura do P.brasiliensis adulto no interior da célula gigante. O fungo
mostra-se ovalado com vaciiolos centrais e periféricos (V), mitocondrias (cabega de seta),
nicleo (N}, camada média clara e camada externa mais eletrodensa, envolta por fina

membrana fagossémica com vérias projecdes digitiformes (seta). Aumento de 8.000x.

Fig. 9 — a e b; Neste caso notamos que a superficie limitada pela membrana plasmatica nem
sempre mostra regularidade, podendo haver proje¢bes para o interior do fungo (cabega de

seta).Em a: Aumento de 8.000x; em b: Aumento de 6.300x.

Fig. 10 - Processo de gemulacgo do fungo (Fb) no interior da célula epitelial, onde notamos
o pedinculo de ligagio (seta), nicleo da célula epitelial (N), nucléolo {n), filamentos
intracitoplasmaticos de queratina (cabeca de seta) e citoplasma da célula epitefial (c).
Aumento de 7.000x.

Fig. 11 — Processo de gemulag@o do fungo no interior do granuloma. A célula mae (seta)
mostra estruturas tipicas do fungo adulto; nas células filhas (cabeca de seta) ha poucos
vactuolos (V) e organelas presentes. As estruturas da parede celular sdo preservadas nas
celulas filhas. Neste caso, a gemulacio configura o aspecto de “orelhas de Mickey” tipico

do Paracoccidioides brasiliensis. Aumento de 5.000x.

Fig. 12 — Detalhe da érea de gemulagfio, formacio e inicio do rompimento do pedtnculo de

ligacdo entre a célula mie e filha (seta). A invasfo distorce estruturas fibrilares colagenas
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ao seu redor {cabeca de seta). No detathe da célula filha, podemos observar ainda algumas

organelas e a presenca do nicleo (N) e um vactolo (V). Aumento de 20.000x.

Fig. 13 ~ Presenca de fungo jovem no interior de uma célula epitelial (seta), nota-se a
presenca de filamentos de queratina no citoplasma (cabega de seta). Nicleo finamente

granuloso (N), nucléolo mais eletrodenso (n). Aumento de 5.000x.

Fig. 14 ~ Area de granuloma em organizacdo com células gigantes (C(G). Nota-se presenca
de fungo adultos (seta branca) e jovens (sefa preta) no interior das células gigantes. Ha

macrofagos epitelidides (Me) e plasmocitos (P). Aumento de 2.000x,

Fig. 15 — Célula mie no interior da célula gigante (CG) multinucleada (N) do granuloma
organizado, com grande quantidade de vacholos (V), mostrando regiio em inicio de
gemulacio (seta) e célula filha recém formada (cabeca de seta). Acima ha presenga de
fungo isolado (Pb). Aumento de 2.500x.

Fig. 16 ~ Granuloma desorganizado, com presenca de neutrdfilos (N), plasmocitos (P),
macrofagos (M), varios fungos jovens (setas) no interior de fagossomas dos neutrofilos e

em proximidade algumas hemacias (H). Aumento de 1.600x.

Fig. 17 ~ Neutrdfilo em processo de morte do P.brasiliensis. no interior do fagossoma
(setas) observamos a presenca de fungo jovem (Phj} e fungo adulto {(Pha) com nicleo (N),
nucléolo (n) e vactolo (v). Nota-se a presenga Grinulos azurdfilos do neutrdfilo (GA) e
grinulos especificos (GS). Ha fusfo dos granulos azurofilos com o fagossoma e liberacio

de seu conteado eletrodenso (cabega de seta). (H) hemacia. Aumento de 5.000x.

Fig. 18 — Em a e b: Granulos Azurdfilos (GA) em degranulagio no interior do fagossoma
do neutrofilo (setas). Observe que o contetido eletrodenso espatha-se pela interface
fagossoma e superficie fungica {cabecas de seta). Em b: nota-se a presenga em proximidade
de granulo especifico (GS). Em a: Aumento de 20.000x, em b: Aumento de 25.000x.
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Fig. 19 - P.brasiliensis adulto no interior da célula gigante. Ha pequenas alteragSes da
parede celular (setas) e presenca de material finamente granuloso e eletrodenso na interface
(cabecas de seta). Nicleo da célula gigante (N), nucléolo (n) e vesicula lisossomal com

pequeno contetido eletrodenso (1), Aumento 10.500x.

Fig 20 — Morte do P.brasiliensis por varios neutrdfilos. O contetido do fungo mostra-se
amorfo com pequenas areas eletrodensas evidenciando sua destrui¢do, mantendo apenas a
parede externa do fungo retraida (seta). (N) nucleo dos neutrdfilos; limite das superficies

entre neutrofilos (cabecas de seta). Aumento de 2.500x.

Fig. 21 — Degradagdo do fungo no interior dos fagossomas dos neutréfilos (N). Nota-se
presenca de fungo adulto (Pba) com alteragiio de seu contetido e de sua parede celular
(seta). O fungo jovem (Pbj) mostra apenas pequena distor¢do de sua parede celular (cabega

de seta). Aumento 3.150x.

Fig. 22 — Destrui¢do do fungo no interior do neutréfilo. O P.brasiliensis perde sua forma
ovalada e torna-se irregular (seta). Seu contelido esta degradado com presenca de estruturas

vacuolares (V). A parede externa mostra—se alterada (cabeca de seta). Aumento de 5.000x.

Fig. 23 ~ P.brasiliensis jovem no interior da célula gigante. Nucleo (N), Vaciolos (V),
parede externa integra (seta), parede interna e média levemente distorcida (cabeca de seta).
Ha degranulagdo com material finamente eletrodenso (asteristico) e citoplasma vesiculoso

da célula gigante com virias mitocondrias (m). Aumento de 8.000x.
Fig. 24 — Presenca de P.brasiliensis adulto (Pba) com vactolos (V) e sem alteragdes da
parede celular (seta). O fungo estd envolvido por citoplasma vesiculoso semelhante de

célula gigante e rodeado por Neutrofilos (N) e Macréfagos (M), Aumento de 2.000x.

Fig. 25 -Disseminagdo hematogénica. P.brasiliensis (seta) no interior do neutrofilo (N);

hemacia (H). Aumento de 3.150x.
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Fig. 26 — Em a: Capilar. Camada intima revestida por célula endotelial (seta), niicleo da
célula endotelial (N), nucléolo (n). Camada adventica de tecido conjuntivo frouxo

revestindo o endotélio (CA); hemacias (H) e plasma (P). Aumento de 2.500x.

Fig. 27 ~ Em a: Fibra nervosa mielinica (seta), envolvida pela célula de Schwann, na qual
pode-se observar seu nicleo (N) e citoplasma (c), em proximidade ha um plasmocito (P).
Aumento de 3.150x. Em b: detalhe da bainha de mielina que reveste a fibra nervosa,

mostrando disposigio lamelar (cabeca de seta). Aumento de 63.000x.

Fig 28 - Superficie normal da mucosa bucal. As células epiteliais se dispdem lado a lado
como “folhas sobre um terreno” firmemente aderidas. Algumas destas células estio

descamando (setas). Aumento de 200x.

Fig. 29 - Superficie da célula epitelial na regiio de mucosa normal. As células sdo
poliédricas e unidas lado a lado. A superficie ¢ irregular e corrugada. A regidio anterior

sugere inicio de descamacfo (seta). Aumento de 2.000x

Fig. 30 — Superficie da lesdo de Paracoccidioidomicose Bucal, regido de mucosa jugal. As
setas mostram as regides de micro-erosdio. Ha uma 4rea com superficie normal (cabeca de

seta). Aumento de 18x,

Fig. 31 - Regido de micro-abscesso. A alteragdo inicial da superficie celular tem formato
ovalado, regidio central elevada (seta) circundada por depressio (cabega de seta) de aspecto

liso. A area central ¢ escurecida, com fina camada superficial translicida. Aumento de 500x

Fig. 32 — a: Presenca de trés areas afetadas. O regifio central e escura na superficie da célula
epitelial corresponde a 4rea de micro-abscesso com esfoliagio parcial da superficies
celulares (cabecas de seta). Aumento de 500x. b: Micro-abscesso evoluido envolvendo
varias células epiteliais, formando lesdo unica com superficie irregular (cabega de seta).

Aumento de 500x.
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Fig. 33 — a: regifio de micro-abscesso recém rompido (seta). Células epiteliais periféricas
com superficie alterada de aspecto liso {(cabega de seta). Aumento de 1.000x. b: Detalhe da
micro-erosdo. Fragmentos celulares aderidos & borda da lesio (setas) e leito mostrando

superficie de células epitelial normal (cabega de seta). Aumento de 3.000x,
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DISCUSSAO

Ha muitos relatos na literatura de trabalthos “in vitro” e “in vivo” que objetivam
esclarecer os varios aspectos da paracoccidioidomicose e muitos visam preferencialmente a
cavidade bucal, area de atuagdo dos cirurgides-dentistas. MOTTA & PUPOQO, em 1936 ja
chamavam a aten¢fo dos cirurgides-dentistas para esta entidade morbida, principalmente no
que diz respeito ao diagnostico diferencial com outras doencas infecciosas e neoplasicas da
boca, sendo de extrema importincia o conhecimento adequado desta patologia (de
ALMEIDA et al., 1991; COLOMBO et al., 1992; SCULLY et al,, 1992 ¢ SPOSTO et
al., 1993), visto a grande mortalidade ainda presente nas areas endémicas no Brasi
(COUTINHO et al., 1998).

No que diz respeito ao aspecto epidemiologico, FRANCO (1994), relata que a
forma crénica da doenga ocorre principalmente em homens na faixa etaria entre 30 a 49
anos, chegando a proporgdo de 25 homens para cada mulher afetada. Em 39 pacientes
estudados por SPOSTO et al. (1993) com lesGes bucais, 89% eram homens com meédia de
46 anos de idade. Em 584 casos atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina — UNICAMP, BLOTTA et. al. (1999) verificou que 84% dos pacientes eram
homens com idade entre 41 a 50 anos de idade, afetando preferencialmente trabalhadores
rurais totalizando 46%, numa propor¢do entre homens ¢ mulheres em 5.4:1. Em estudo
prévio, observamos que em 64 pacientes analisados, 60 pacientes (93,75%) eram homens,
com idade média de 44,51 anos. No presente trabalho, 18 casos eram homens (90%) com
idade média de 45,88 anos. Decorrente ao efeito protetor do horménio feminino a
incidéncia desta micose em mulheres com atividade hormonal é baixa, chegando a
propor¢éo de 25 homens para cada mulher afetada (ARISTIZABAL et al., 1998).

Os locais freqilentemente biopsiados corresponderam as dreas de maior
incidéncia relatados por BHASKAR (1989), de ALMEIDA et al. (1991); SPOSTO et al.,
(1993); GONZAGA et al. (1995) e VILLALBA, H (1998). Nossos pacientes mostravam
lesdes multiplas, portanto as bidpsias visaram regides menos traumaticas ¢ facilidade de
acesso, havendo predominéncia de bidpsias em mucosa jugal, seguida do rebordo alveolar.
Apesar de BHASKAR (1989) relatar que as lesdes no assoatho bucal sejam freqgiientes,

SPOSTO et al. (1993) observou esta lesdo em apenas um caso, ¢ mesmo ocorrendo em
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nossa analise prévia com 64 pacientes, porém, nenhuma lesdo do presente estudo
correspondeu a esta regiio. As biopsias visavam diagnostico histopatolégico e parte do
material foi separado e processado para analise ultraestrutural.

Seu agente etiologico, o Paracoccidioides brasiliensis (P.brasiliensis), classificado
de forma definitiva por ALMEIDA (1930), ¢ um fungo dimorfico, que cresce a 37°C na
forma de levedura, com parede dupla e multiplos brotamentos em forma de roda de leme e
a temperatura ambiente na forma de finos filamentos septados, dando origem ao micélio
(SAN BLAS & SAN BLAS, 1985; KASHINO et al., 1987). Nos tectdos foi encontrado na
forma de levedura, com aspecto arredondado, esférico ou oval e dupla membrana
refringente. Na maioria das vezes exibindo célula mde com brotamentos multiplos, ligados
por um pedinculo (SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1977; LACAZ, 1994; TOLEDO et al.,
1995; VILLLALBA H., 1998).

A confirmagdo do diagnostico depende da visualizacdo do agente etiologico (de
ALMEIDA et al, 1991; SPOSTO et al, 1993; AMADEU FIALHO, 1946;
BERTOLINTI et al., 1981; URIBE et al., 1987; de ALMEIDA et al., 1991; de LIMA et
al., 1995; BURGER et al, 1996), observado em todas bidpsias processadas para
microscopia Optica convencional atraves da coloragio de rotina H/E (hematoxilina eosina),
PAS (acido periodico de Shiff) e pela prata (Gomori-Grocott), sendo encontrado também
no material separado e processado para anéalise ultraestrutural,

As caracteristicas ultraestruturals da Paracoccidioidomicose foram descritas
micialmente nos anos 60 por LACAZ em microscopia de transmissio, sendo
CARBONELL (1969) o primeiro a descrever as trés camadas na parede do fungo, em
estudo comparativo entre a fase micelial e leveduriforme, evidenciando a camada interna
composta por uma fina membrana plasmatica, camada média mais espessa e camada
fibrilar externa.

Estes achados foram posteriormente descritos em tecido humaneo por FURTADO et
al. (1967) ¢ KASHINO et al. (1987). Apesar de KASHINO et al. (1987}, terem trabalhado
com dez isolados diferentes de P.brasiliensis obtidos de pacientes que viveram em
diferentes areas endémicas, os aspectos morfologicos e ultraestruturais foram semelhantes
em todos os isolados, mostrando células arredondadas ou ovaladas, parede com espessura

de 0,1 a 0,2um, camada mais externa delgada e eletrodensa, segunda camada larga,
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homogénea ¢ pouco eletrodensa e terceira camada interna como unidade de membrana,
mostrando estrutura trilaminar. O aspecto da parede celular do P.brasiliensis fica evidente
nas figs. 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13, o que corresponde aos achados descritos anteriormente.
CARBONELL et al., (1970) chamava aten¢do ainda para a camada superficial do fungo,
formada por microfilamentos e composta por alfa e beta 1,6 glucana, importantes na
patogenicidade do fingo. Estes microfilamentos s@o bem observados na figura 7 onde o
fungo mostra camada externa eletrodensa (seta branca), com estruturas fibrilares delicadas
e entrelagadas, camada média clara e homogénea (seta escura) e camada interna eletrodensa
(cabeca de seta).

No interior do fungo observamos mitocondrias, algumas proximas a superficie da
célula (fig 7) e vaciolos claros de diferentes tamanhos e formas, sendo que alguns deles
continham grande quantidade de material eletro-denso (figs. 8, 9, 11, 14, 15 ¢ 24). O
Aparelho de Golgt ndo foi identificado. Nossos achados coincidem com os descritos
previamente por FURTADO et al. (1967) e KASHINO et al. (1987). O nucleo geralmente
¢ ovalado ou levemente irregular com nucléolo evidente (figs. 7, 8 e 12), sendo em alguns
casos dificil de ser identificado. Segundo BORBA et al. (1999) ao analisar o crescimento
do P brasiliensis em diferentes meios de cultura, mostrou que as leveduras de P. brasiliensis
sio multinucleadas com dois a cinco nicleos envoltos por membrana nuclear porosa e
nucléolo evidente. Porém KASHINO et al. (1987) ndo identificou a presenga de nucléolo
no interior do nicleo das leveduras.

KASHINO et al. (1987) descreveram também a presenga de maltiplas invaginacSes
para o interior da membrana plasmatica do fungo, constituindo vesiculas e estruturas
tubulares associadas a formagdo dos septos no processo de brotamento. Estas invaginacdes
foram observadas na fig. 9, ocorrendo em fungo adulto e no interior da célula gigante (fig.
19 e 23), associado a material finamente granuloso e eletrodenso na interface fungo e
membrana do fagossoma, descrito também por IABUKI & MONTENEGRO (1971).

O inicio do processo de gemulagio mostra formaglo de pequena saliéncia na
superficie do fungo (fig. 15). A célula mde ¢ rodeada por células filhas que apresentam
estruturas de parede celular semelhante a da célula mée (figs. 10, 11 e 12) e ligadas por um
pedunculo, caracteristica mais evidente segundo (SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1977;
LACAZ, 1994; TOLEDO et al., 1995, VILLALBA, H. 1998). MIGUETTI et al. (1985)
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em microscopia de varredura e KANETSUNA F. (1981) em microscopia de transmissdo
descreveram o fungo com grande nimero de corpos emergindo de sua superficie em
diferentes tamanhos e formas. Esses brotamentos mostravam-s¢ firmemente ou
ligeiramente aderidos a4 celula mie com superficie coberta com componentes
microfibrilares formando uma delicada rede sobre a superficie.

O processo de gemulacdo foi observado principalmente no interior das células
gigantes (figs 11 e 15) e macrofagos, de forma rara no interior da célula epitelial (fig. 10),
mostrando ainda invasividade na matriz conjuntiva pela distor¢éo das fibras colagenas (fig.
11). A presenga de P. brasiliensis em nosso modelo de estudo veio de encontro a literatura,
sendo observado principalmente no interior das células gigantes tanto no interior dos
granulomas como fora dos granulomas URIBE et al. (1984). A formac¢do de brotamentos
ocorreu principalmente no interior das células gigantes o mesmo visto por BERTOLINI et
al, (1981). MOSCARDI-BIACCHI et al., (1994) utilizando monocitos e macrofagos de
individuos normais, verificaram que estas células permitem o crescimento e a multiplicacéio
intracelular do P. brasiliensis. BRUMMER et al., (1988b, 1989) demonstraram ainda que
macrofagos peritoneais e pulmonares de camundongos normais sdo incapazes de limitar a
multiplicagdo de leveduras do P.brasiliensis fagocitadas, porém quando ativados por
linfocinas, principalmente IFN-y, demonstraram que macrofagos ndo somente impedem a
multiplicagio como apresentam atividade fungicida, demonstrandc assim um papel
essencial na resisténcia a paracoccidioidomicose.

Algumas leveduras estavam como formas livres, ndo aderidas a célula mée (fig. 8),
presentes no interior dos macrofagos (fig. 2a); neutrofilos (fig. 1 e 25) ¢/ou das células
gigantes (figs. 2¢ e 9). Esses achados foram descritos previamente por KANETSUNA F.
(1981) e CARBONELL (1969) em microscopia de transmissdo e por VIEIRA E SILVA
et al., (1974) em microscopia de varredura, onde observou presenca de formas livres
persistentes, espathadas no meio de cultura, sem brotamentos e de tamanho reduzido,
sugerindo formas quiescentes ou recém formadas, que desprendiam-se tanto do micélio
quanto da levedura e acometiam o meio externo, correlacionando com a epidemiologia da
doenga.

De fato, além da epidemiologia da doenga, a presenga destas formas quiescentes e

isoladas participam de forma ainda ndo esclarecida na patogenia da doenga. Este aspecto é
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observado no trabalho de FRANCO (1987a) o qual descreveu que o foco de infecgio pode
regredir com a destruigdo do fungo, permanecer na forma latente com fungos viaveis ou,
dependendo das condigbes do hospedeiro e da viruléncia do fungo, progredir
comprometendo diferentes Orgos ou sistemas, levando ao aparecimento de sintomas.
RESTREPOQO, A. (2000) observando casos latentes com fungos viaveis, relata que a micose
pode se manifestar clinicamente apds muitos anos, fato este observado nos pacientes que
desenvolvem a doenga fora das areas endémicas, muitos anos depois de terem estado nestas
areas (CHIKAMORI et al., 1984; PADILHA-GONCALVES, 1985; MANNS et al.,
1996; TOMIMORI-YAMASHITA et. al.,1997; BURNS et al., 2000), os guais mostram
fungos vidveis porém com poucos brotamentos e pequenos.

De forma rara, o fungo foi observado no interior da célula epitelial (fig. 13) e mais
raramente em gemulacio (fig. 10). Estes aspectos ndo foram descritos na literatura e
sugerem que os fungos s3o capazes de infectar e sobreviver no interior das células epiteliais
podendo destrui-las, o que poderia promover a formagdo dos microabscessos intraepiteliais.

Os microabscessos promovem alteracdes na superficie da mucosa bucal observadas
em microscopia de varredura. Estas alteracOes foram descritas apenas em microscopia
Optica convencional e bem estabelecida por varios autores, que correlacionam o aspecto
moriforme das lesdes com a superficie granulosa, pontos hemorragicos e presenga de
microabscessos intraepiteliais (de ALMEIDA et al., 1991; SCULLY et al, 1992;
SPOSTO et al., 1993; SPOSTO et al., 1994; ¢ GONZAGA et al., 1995; VILLALBA, H.
1998).

Na varredura, as células epiteliais acometidas pela formagdo dos microabscessos
intraepiteliais mostram superficie elevada na por¢io central, escurecida e recoberta por
delgada membrana transhicida, mostrando conteido escuro (hemorragico). A porgio
periférica torna-se deprimida e lisa, envolvendo o restante da superficie (fig. 31). Pelo
acometimento de varias células epiteliais simultaneamente e pela proximidade das lesdes
vistas na fig. 32a, a evolugdo do processo sugere que estas devam se coalescer antes de
romper por completo (fig. 32b), onde observamos uma lesdo mais extensa e com superficie
degenerada. O rompimento do micro-abscesso forma uma micro-erosio, com inimeros
fragmentos celulares ¢ leito recoberto por célula epitelial com aspecto de normalidade (fig.

33). Este aspecto sugere que microabscessos mais superficiais devam formar apenas micro-
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erosbes e quando ha envolvimento de células em profiundidade, o rompimento dos
microabscessos formem micro-ulceragfes, no evidentes em nossos achados.

Sabe-se que lesGes bucais mostram areas de microabscessos principalmente no
interior do tecido epitelial, em proximidade com a superficie da lesfic e com presenca de
fingos (de ALMEIDA et al, 1991; SCULLY et al., 1992; SPOSTO et al., 1993;
SPOSTO et al., 1994; e GONZAGA et al., 1995; VILLALBA H., 1998). Nestas regides
o infiltrado agudo é geralmente intenso, com predominio de neutréfilos que circundam o
fungo formando estruturas tipo rosetas, 0 mesmo tendo sido observado por BURGER et al.
(1996), que descreveram também uma maior intensidade de P.brasiliensis no interior do
foco necrotico. URIBE et al. (1987) descreveram a formagio de microabscessos
intraepiteliais em lesSes bucais e de pele, mostrando ainda que a formagdo dos
microabscessos proporciona eliminagdo do fungo e de varios elementos celulares via
epitelial, sendo possivel sua visualizacdo em citologias esfoliativas (de BRITQO et al.,
1973; de ARAUJO M.S.; 2001). Ero nosso estudo, fica evidente que as ténues membranas
que recobrem as areas superficiais dos microabscessos s3o rompidas mecanicamente
durante o procedimento de raspagem, liberando seu contelido e propiciando coleta do
fungo, visualizado no exame citopatologico.

Neutrofilos (figs. 1, 16, 21 e 22) predominaram no interior dos microabscessos (fig.
20) e nos granulomas ndo organizados (fig. 15), sendo vistos em todas as bidpsias
preparadas para microscopia de transmissio, apresentando os mesmos aspectos
ultraestruturais descritos previamente por Baindon, D.F. (1999). Estas células chamam
atengdo pela associagdo a particulas fungicas e atividade fagocitaria com processo de
destrui¢do (figs. 17 e 18). GOIHMAN-YAHR et al. (1992) descreveram que os neutrofilos
sdo células com atividade fagocitaria eficiente, porém apresentam uma deficiéncia na
digestdo do F.brasiliensis, parecendo que esta caracteristica € especifica para o fungo. Este
fato parece estar relacionado com a disseminacio do fungo no organismo, podendo ocorrer
disseminagdo hematogénica (fig. 25) efou linfitica (GONZALEZ-OCHOA, A., 1971;
FRANCO et al., 1989; LACAZ C.S., 1994; LONDERO et al., 1996).

BURGER et al. (1996) descreveram presenga intensa de neutrofilos principalmente
na primeira semana de infecgdo, caracterizando principalmente o periodo agudo imicial,

porém observou a presenga de neutrofilos em todos os periodos analisados, mas em menor
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quantidade, presente entdo em todo curso da doenga. O mesmo foi observado por URIBE
et al. (1987) e XIDIEH et al. (1999). Estudos tém demonstrado que, apés a instalacdo dos
fungos nos tecidos, os leucdcitos polimorfonucleares sdo rapidamente atraidos para o local
por acdo de substincias quimiotaticas resultantes de ativagdo do sistema complemento.
Além disso, o fungo interagindo com macrofagos alveolares induz a liberac@o de peptideos,
que atraem neutrofilos ao foco de mfecgio (CALICH et al, 1994). TABUKI &
MONTENEGRO (1979) descreveram ainda que a proximidade dos neutrofilos com o
fungo leva a degeneracio citoplasmatica e perda das membranas celulares, enquanto que a
distancia sdo normais.

No presente estudo verificamos que neutrofilos em fagocitose mudam sua
morfologia, mostrando nicleo com cromatina difusa e areas eletrodensas, formando o
fagossomo e envolvendo células fiingicas; lisossomas unem-se a superficie do fagossoma e
fusionam-se, liberando seu conteido eletrodenso. O material eletrodenso depositado na
interface fagossoma e superficie fingica mostra-se finamente granuloso (figs. 17 e 18). Néo
observamos degeneracio citoplasmatica e perda das membranas celulares. Talvez este fato
esteja relacionado a cronicidade das lesdes do presente estudo, e que alteragdes
citoplasmaticas e perda das membranas celulares ocorram principalmente na fase aguda da
doenga como descrito por IABUKI & MONTENEGRO (1979).

Fungos em destrui¢io mostraram interface pequena ou ausente entre sua superficie e
o fagossoma, geralmente com fino material granuloso eletrodenso no interior (fig. 18). Este
material era proveniente dos granulos intracitoplasmaticos dos neutréfilos observados nas
figuras 17 e 18. A degradacio flingica mostra alteragdo das estruturas da parede do fungo,
nas camadas meédia e interna e perda do conteido intracelular, permanecendo apenas a
camada externa, retraida ou ndo (fig. 20, 21 e 22). BRUMMER et al., (1990), em estudos
ultraestruturais de leveduras de P.brasiliensis no interior de macrofagos ativados foi
possivel demonstrar que apoOs 4 horas de interagio, a destruicdo das células fiingicas ocorre
no interior de fagossomos bem definidos, geralmente rodeados por varios lisossomos
preenchidos por estrutura granular e intensamente eletrodensa, na qual ha desintegragio
citoplasmética e esvaziamento das células fingicas, restando apenas a parede celular.

IABUKI & MONTENEGRO (1979) em analise ultraestrutural, mostraram de

forma detalhada a presenca de uma pequena interface entre o P.brasiliensis e as células
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inflamatérias quando o fungo est2 morto ou degenerado, ocorrendo principalmente em
fungos maiores e multinucleados com paredes irregulares, porém esta interface ¢ ampla em
fungos viaveis, geralmente pequenos, com um Unico nicleo, mostrando que os diferentes
padrdes de interagdo do P.brasiliensis com células do hospedeiro podem ser decorrentes do
afluxo de células inflamatorias funcionalmente diferentes ao local de inoculagdo ou a idade
dos fungos ou ambos os fatores.

Na ultraestrutura observamos interface larga entre fungos viaveis e a membrana do
fagossoma das células de defesas (fig. 7b) com auséncia ou minima alteragdo da superficie,
evidenciada por pequenas invaginacdes da camada média e da membrana plasmatica
envolvidas por depositos finamente granulosos e eletrodensos (fig. 19 e 23). Fungos adultos
desenvolvem-se em grandes ceélulas, assumindo grandes proporgdes no interior das células
gigantes de granulomas ndo organizados (fig. 24), geralmente sem alteragiio de parede
celular ou do conteldo intracitoplasmatico. Aspecto predominante encontrado nos
granulomas epitelidides descritos por JABUKI & MONTENEGRO (1979), NABARRA
et al. (1979), DEFAVERI et al. (1989) e BRUMMER et al. (1990).

A presenga de infiltrado inflamatério crénico e granulomatoso nas lesdes bucais de
paracoccidioidomicose sdo comumente descritas (FONSECA, 1963; LAUAND, 1975;
URIBE et al., 1987; de ALMEIDA et al.,, 1991; SCULLY et al., 1992; FRANCO et al.,
1993; SPOSTO et al., 1993; SPOSTO et al., 1994; MENDES, 1994; GONZAGA et al.,
1995; BURGER et al., 1996; ALVES DOS SANTOS, 1997, VILLALBA, H. 1998). O
acometimento mucocutdneo ocorre apenas nos processos cronicos da doenca, onde é
observado uma resposta inflamatoria predominante de células mononucleares (fig. 2 e 3),
observado também por de ALMEIDA et al., 1991, geralmente de duracio prolongada e
instalagio lenta e gradual de forma unmi ou multifocal envolvendo varios o6rgios
(PADILHA-GONCALVES, 1985; LONDERO et al., 1986; COLOMBO et al., 1994;
MOURA et al., 1994).

O padrio de resposta granulomatosa tem sido estudado por varios autores, estando
bem estabelecido seus aspectos morfolégicos, processo de formagdio, classificagdo,
componentes celulares e graus de maturagio (ADAMS, 1976; WILLIAMS et al., 1983;
KERR et al., 1988; de BRITO & FRANCO, 1994; XIDIEH et al.,, 1999). A presenca de

granulomas nas lesdes bucais foi descrito por varios autores (URIBE et al., 1987; de
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ALMEIDA et al., 1991 e SCULLY et al., 1992; VILLALBA, H. 1998), e encontrados
em todos 0s nossos casos.

BRITTO & FRANCO (1994) relataram as duas formas opostas de resposta frente
ao agente etiologico descritas previamente por MUSATTI et al. (1976); MENDES (1980)
¢ YARZABAL et al. (1980). A resposta anérgica, onde ndo ocorre a formagio de
granulomas organizados e existe uma grande intensidade de fungos nas lesdes, e a forma
hiperérgica, onde os granulomas apresentam-se organizados com discreta presenca de
fungos em seu interior. Muitos casos porém permaneceram no padrio intermediario de
resposta, podendo estar relacionado a viruléncia do fungo ou pelo tipo de resposta
inflamatéria do hospedeiro como descrito por FRANCO et al. (1989);, SINGER-
VERMES (1989) ¢ SINGER-VERMES et al. (1994). No presente estudo predominou
padrio intermediario de resposta, com formacio de granulomas organizados e
desorganizados, variando também a quantidade de fungos nas lesdes.

Na analise ultraestrutural, Os granulomas organizados mostram regifio central
ocupada por células gigantes multinucleadas, com citoplasma extenso, ricamente
vesiculoso e raros granulos azuroéfilos. Geralmente os fungos mostram estrutura tipica com
pouca ou nenhuma distorcio da parede celular, com ou sem brotamento, no interior das
células gigantes. Perifericamente e/ou no interior do granuloma organizado podemos
observar macréfagos epitelidides, linfocitos e/ou plasmocitos (figs. 14 e 15). Estes achados
coincidem com nosso trabalho prévio em microscopia optica e descrito por varios autores
(de ALMEIDA et al, 1991; MOSCARDI-BACCHI, 1983;: URIBE et al. (1987);
McEWEN, 1987; KERR et al., 1988; RESTREPO et al., 1992; BURGER et al., 1996).

Os granulomas desorganizados perdem as caracteristicas anteriores, sio mais
celularizados, geralmente com neutrofilos no interior realizando fagocitose, macrofagos,
plasmocitos e maior quantidade de fungos jovens com ou sem brotamentos (fig. 16).
Apesar da presenca de fungos no interior dos macrofagos (fig. 2a), estes ndo mostravam
alteragdo ultraestrutural. Em nosso estudo prévio observamos que nos granulomas ndo
organizados os tipos celulares eram os mesmos dos granulomas organizados, porém
distribuidos de forma aleatéria. O mesmo observado na ultraestrutura, mostrando maior
intensidade de células mononucleares (fig. 3), polimorfonucleares (fig. 16) e presenga de

células gigantes com fungos (fig. 2¢), aspectos estes também observados por MOSCARDI-
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BACCHI, (1983); McEWEN, (1987); KERR et al., (1988); de ALMEIDA et al. (1991),
RESTREPO et al., (1992); FRANCO et al. (1993); MENDES, (1994). O P. brasiliensis
desenvolve respostas tipo humoral e celular, com ativagio linfocitica e macrofagica
(FRANCO et al., 1993; CALICH et al., 1994 ¢ PERACOLI et al., 1995). A ativagdo dos
macrofagos via linfocinas ou diretamente pelo antigeno, leva a unido de células formando
as células gigantes tipo corpo estranho ou tipo Langhans. Estas células s8o comumente
observadas na analise uitraestrutural das lesdes bucais de paracoccidioidomicose (figs. 2,
14 e 15). Seu aspecto ultraestrutural mostra presenca de trés ou mais nucleos, citoplasma
volumoso e vesiculoso, com presengca de poucos granulos intracitoplasmaticos
eletrodensos, geralmente com fungo no interior com ou sem brotamento.

FRANCO et al. (1997) relatam correlagio entre a forma clinica da doenga e a
formagdo de granulomas “in vitro”, nos pacientes com forma aguda da doenca houve
menor intensidade de formagdo de granulomas, ja em pacientes com a forma crnica da
doenga, desenvolveram reagio granulomatosa persistente “in vifro”. Nossa analise
evidenciou principalmente areas com granulomas nio organizados, com macrofagos,
neutrofilos, plasmdcitos e varios fungos jovens no interior dos neutrdfilos (fig. 16). Este
fato foi observado em estudo prévio onde observamos tendéncia de formagdo de
granulomas ndo organizados nas lesGes bucais.

A presenca de linfécitos CD4, foi descrita por MOSCARDI-BACCHI et al.,
(1989) e por SHIEFFIELD (1990) nas lesGes granulomatosas, principalmente na regido
central dos granulomas. Linfocitos do tipo CD8 foram vistos principalmente na periferia
das lesbes formando um anel ao redor das lesbes granulomatosas. Na nossa analise das
les6es bucais a presenga de linfocitos fot evidente nos granulomas, sendo vistos na periferia
(fig. 3) e na regido central. E dificil avaliar a resposta linfocitica nas lesdes bucais, embora
linfopenia no sangue tenha sido relatada por DEFAVERI et al (1979) e BAVA et al.
(1991) em pacientes com paracoccidioidomicose. Observamos contudo, casos em que
predominavam células mononucleares como linfocitos e plasmocitos, principalmente nos
casos onde a formagio de granulomas ndo organizados predominavam. Os mesmos achados
foram vistos por URIBE et al. (1987); COELHO et al. (1994) e BURGER et al. (1996).
Contudo, n3o observamos linfocitos em proximidade com o fungo, porém mostrou

caracteristica ultraestruturais de células ativadas, como a presenca de plasmocito rico em
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reticulo endoplasmatico rugoso extenso, distendido com moléculas de anticorpos (linfécito
B ativado) e linfocito T ativado, mostrando citoplasma granuloso com pouco reticulo
endoplasmatico evidente, nicleo arredondado e levemente deslocado para periferia (fig. 3).
Caracteristicas ultraestruturais observadas também por BOBRYSHEV & WATANABE
(1997), ZHANG et al., (1997) e FENG et al., (1997).

A presenga de grande numero de eosinofilos em tecidos como nasofaringe, pulmdes,
pele, intestinos e trato genito-urindrio tem sido relatada por varios autores (FOOT, 1965;
HUDSON, 1968 e SPRY, 1971). Sabe-se que estas células participam como moduladores
de reacdes de hipersensibilidade do tipo I (Tipo anafilatica) nas mucosas e aumentam em
numero em doengas parasitarias e em algumas patologias de origem desconhecida como na
ulcera eosinofilica. COELHO et al. (1994) descreveram a presenca de eosindfilos em
lesbes de diversos oOrgdos causadas por F. brasiliensis inoculados via intratesticular,
circundando células fingicas viaveis. BURGER et al. (1996) descreveram a presenca de
eosindfilos nos periodos iniciais e tardios, 0 que correspondeu a primeira e oitava semana
apoOs a infec¢dio inicial respectivamente, com quantidade aumentada no periodo tardio,
juntamente com a diminuicdo dos componentes agudos e aumento de células
mononucleares como linfocitos e plasmocitos.

A presenca de eosindfilos nas lesdes bucais de paracoccidioidomicose ¢ um achado
comum tendo sido relatado por varios autores (URIBE et al,, 1987; COELHO et al.,
1994; BURGER et al, 1996). Em nosso estudo prévio observamos estas células em
92,18% dos casos, sendo que de forma intensa em 13 casos (20,31%), presentes no interior
do tecido comjuntivo, tecido epitelial e em areas de microabscessos, apresentando-se em
algumas regides em associagio as células fiingicas, o mesmo observado por COELHO et
al. (1994). Contudo BURGER et al., (1996), nfo demonstraram associagdo de eosindfilos
com fungos em andlise por microscopia eletrénica de transmissio, apenas observaram estas
células em Iocais proximos ao fungo., o mesmo observado na figura 4. Os eosin6filos
mostraram ultraestruturalamente granulos intracitoplasmaticos ovalados que mostravam
regido central eletrodenso € com aspecto cristaloide (infernum) envolvida por area clara
eletrodensa (externum), por apresentar nucleo biolobulado verficamos duas partes
separadas com cromatina finamente granulosa e eletrodensa. Os grinulos ocupavam quase

a totalidade do citoplasma sendo maiores do que os grinulos dos neutrofilos. O mesmo
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descrito por BAINTON & FARQUHAR (1970). Apesar de estarem comumente presentes,
nao se sabe a fungfo exata destas células nas lesdes de paracoccidioidomicose.

Mastécitos foram vistos nas lesdes bucais de paracoccidioidomicose, porém de
forma rara {figs. 5a e 5b). A degranulacdo de um mastocito mostrou inimeros grinulos
arredondados, preenchidos por material eletrodenso central em diferentes tamanhos,
rompendo-se na superficie da célula. O nicleo € excéntrico, riniforme, com cromatina
densa. Achados semethantes sfio descritos por MONTEFORTE et al, (2001) os quais
evidenciam as mudangas ultraestruturais de mastdceitos humanos no interior dos fasciculos
nervosos ao longo dos terminais axOnicos, quando os mesmos s30 eletro-estimulados. A
degranulacdo dos mastocitos nas lesdes bucais no entanto deve ser resultado da reagfo
inflamatoria local originada pelo fungo. O processo inflamatorio inicial leva a ativagio e
degranulacdo dos mastocitos perivasculares com liberagio das aminas vaso-ativas
(histamina e serotonina) (ROBBINS, 1999), além disso, pode haver ativagéo mediada por
IgE (XIANG et al., 2001). A analise ultraestrutural apenas ndo nos permite avaliar a via de
ativacdo dos mastocitos nas lesdes bucais de paracoccidioidomicose.

Hiperplasia pseudoepiteliomatosa nas lesdes bucais de paracoccidioidomicose,
com 4reas de espongiose, displasias leves, exocitose e areas de microabscessos sdo achados
comuns. (FRANCO et al., 1982; HIRSCH et al., 1984, URIBE et al., 1987 ¢ de
ALMEIDA et al, 1991; VILLALBA H., 1998). No entanto, nossa analise visou
principalmente observar algum padrdo de alteragdo celular, nio encontrado nas células
epiteliais presentes (fig. 6). Notamos apenas que estas células podem ser acometidas pelo
fungo (figs. 10 e 13) sendo foco de infecgdo e possivelmente levando & formagio dos
microabscessos intra-epitelais previamente descritos.

Vasos sanguineos (fig. 26) e nervos (fig. 27) foram comumente observado no
interior do tecido conjuntivo das lesdes bucais de paracoccidiodomicose. Estas estruturas
mostraram aspecto ultraestrutural normal descritas por ZHANG et al., (1997), mesmo
aquelas envolvidas por células inflamatérias decorrente infecgdo fingica local. Fungos ndo

foram observamos em contato com estas estruturas.
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CONCLUSOES

1. A analise ultraestrutural mostrou predominio de processo inflamatorio cronico e
granulomatoso. Apesar de eosindfilos terem sido encontrado em intimo contato com P.

brasiliensis, ndo observamos alteragio ultraestrutural sugestiva de degradacio fingica.

2. P. brasiliensis em processo de destruicio foram vistos principalmente no interior dos
neutréfilos, mostrando pequena ou ausente interface entre sua superficie e o fagossoma
da célula de defesa, sendo as camadas média e interna degradadas juntamente com o
conteudo intracelular, permanecendo apenas a camada externa, retraida ou ndo.
P.brasiliensis viaveis mostram interface larga, com ou sem brotamento e predominaram

no interior dos macréfagos e células gigantes.

3. P.brasiliensis foi observado raramente no interior das células epiteliais, com ou sem
brotamentos, podendo desempenhar papel fundamental na etiopatogenia dos

microabscessos intraepiteliais.

4. Os achados em microscopia eletrdnica de varredura revelou a progressio dos
microabscessos intraepiteliais e as alteragdes superficiais causadas nas células epiteliais,
reforcando a analise citopatologica como método eficiente no diagnostico da

paracoccidioidomicose.
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