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1 INTRODUCAO

A Paracoccidioidomicose é uma micose sistémica causada pelo fungo
Paracoccidioides brasiliensis, endémica na América Latina. O Brasil responde por
aproximadamente 70% dos casos da doenga, que predomina em adultos do sexo masculino e
em trabalhadores rurais (Greer & Restrepo, 1977; Valle et al, 1992; Paniago et al, 2003;
Santo, 2008). A mortalidade da Paracoccidioidomicose € a maior entre as micoses sist€émicas
(Bittencourt et al, 2006).

Trata-se de uma doenga granulomatosa cronica adquirida por meio da inalacdo de
conidios ou fragmentos micelianos de P. brasiliensis. A infec¢cdo primdria ocorre nos pulmdes
e a partir desses pode ocorrer a disseminagdo para varios 6rgaos e sistemas originando lesoes
secunddrias nas mucosas, nos linfonodos, na pele e nas glandulas adrenais (Bisinelli &
Ferreira, 2002).

Segundo Marques e colaboradores (2007), aproximadamente 60% dos pacientes
com Paracoccidioidomicose apresentam a forma cutdnea da doencga. As lesdes de pele sdao
extremamente pleomorficas, podendo se apresentar como pdpulas, placas ou nddulos. A
secre¢do purulenta pode estar presente ou ausente (Ameen et al., 2009; Marques et al, 2007;

Sampaio, 2001).
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Células T regulatorias (Treg) podem ter papel importante na patogé€nese da
Paracoccidioidomicose (Cavassani et al, 2006). Essas células sdo uma subpopulacio de
linfécitos T CD4+ que atuam regulando a ativagdo de células da resposta imune, mantendo a
tolerancia periférica a auto-antigenos (Abbas et al, 2000).

As células Treg expressam um grande nimero de marcadores fenotipicos,
destacando-se CD4, CD25 e o FoxP3. Este € um membro da familia de fatores de transcricdo
forkhead que desempenha um papel fundamental na diferenciacdo e atividade supressora de
Treg e é considerado o marcador mais especifico para células T regulatérias. (Chen et al.,
2003; Fontenot et al., 2003; Hori et al. 2003; Yamaguchi & Sakaguchi, 2006; Gavin et al.,
2007; Wang et al., 2007; Zheng & Rudensky, 2007).

Essas células tém a capacidade de regular a ativacdo, a proliferacdo e a funcdo
efetora de células T convencionais ativadas em algumas doengas infecciosas, como
leishmaniose, herpes simples e esquistossomose (Sakaguchi et al., 2001; Shevach, 2002;
Fehervari & Sakaguchi, 2004; Belkaid & Rouse, 2005). No entanto, foram encontrados
poucos estudos na literatura sobre o papel das células Treg na Paracoccidioidomicose

(Cavassani et al, 2006, Moreira et al, 2008).

2 OBJETIVOS

Correlacionar a densidade de células T regulatérias FoxP3+ com a densidade
fingica em lesdes cutaneas de pacientes com Paracoccidioidomicose e, dessa forma, avaliar a
influéncia das populacdes de células Treg na proliferacdo fiungica local da

Paracoccidioidomicose cutinea.

Comparar a proliferacdo flingica e a densidade de células Treg entre pacientes

portadores de Paracoccidioidomicose cutanea e bucal.

3 METODOLOGIA

As amostras utilizadas neste estudo foram selecionadas dos arquivos de laudos e
blocos parafinizados do Servico de Anatomia Patol6gica do Hospital Aratdjo Jorge, Goiania-
GO e do Laboratério de Patologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de

Goias. Os casos selecionados e incluidos foram de Paracoccidioidomicose bucal e cutanea com



manifestacdo cronica/adulta e com confirmacao do diagndstico pelas técnicas de Hematoxilina
e Eosina (HE) e Grocott.

Os blocos selecionados, incluidos em parafina, foram seccionados em micrétomo
(Leica RM2165), obtendo-se de cada bloco cortes consecutivos de Sum. Os cortes histolégicos
foram corados pelo Grocott com a finalidade de identificacdo do P. brasiliensis

Alguns cortes consecutivos foram de 3um, sendo estendidos sobre laminas
silanizadas (A3648-EsyPath) (DAKO, S3003, Glostrup-Denmark) para a realizacdo da
técnica de imunoistoquimica. As células Treg foram identificadas pelos anticorpos anti-
FoxP3. Para a identificacdo das proteinas utilizou-se os métodos da streptavidina-biotina-
peroxidase .

A contagem das células fungicas Groott+ e de células Treg FoxP3+ foi feita com
o0 auxilio de um microscépico binocular AXIOLAB-ZEISS associado a ocular com reticulo de
integracdo quadrado em forma de rede. Todas as amostras foram examinadas sob o aumento
de 40x (objetiva). Foram analisados dez campos, com drea individual de 0,09614 mm?2.

O presente estudo foi aprovado pelos Comités de Etica da Universidade Federal
de Goids e da Associacdo de Combate ao Cancer em Goids/Hospital Aratjo Jorge. A andlise
estatistica foi realizada por meio do programa SigmaStat 2.03. Foi utilizado o coeficiente de
correlagdo de Pearson (r) para testar a existéncia de correlacdo entre a densidade de células
fingicas e de células Treg. Para comparar a densidade de células fingicas e Treg entre casos
de Paracoccidioidomicose cutanea e bucal foi utilizado o teste ¢ de Student. Os resultados

foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

4 RESULTADOS

Foram analisados cinco casos de Paracoccidioidomicose cutdnea, todos com
manifestacdo cronica da doenca e diagndstico confirmado pela Hematoxilina - Eosina e
Grocott.

A média da densidade de fungos foi de 104,06 £ 104,02 /mm? (Figura 1). A
densidade média de células T regulatérias marcadas pelo FoxP3 foi 52,24 /mm?, com
variacOes entre zero € 152,9 /mm? (Figura 2).

A correlagdo entre a densidade de fungos e células T regulatérias FoxP3+ em
casos cutaneos foi negativa, porém sem significancia estatistica (r = —0,654; p>0,05; Grafico
1). Em casos de mucosa bucal, a correlacdo foi positiva, mas também sem significancia

estatistica (r = 0,184; p>0,05; Gréfico 2).



Comparando-se os casos de Paracoccidioidomicose cutinea e bucal, foi
encontrada uma maior densidade flingica naqueles (média de 104,06 £ 104,02 /mm?) em
relacdo a esses (média de 58,9 + 53,7 /mm?). Porém ndo houve significincia estatistica pelo
teste ¢ de Student (p=0,263), conforme se observa no Gréfico 3.

Quanto a densidade de células T regulatérias foi observada uma diferenca
estatisticamente significante entre casos cutdneos e bucais (p<0,001), fato observado no
Grifico 4. Isto é, a densidade de células Treg FoxP3+ foi significativamente maior em casos
de Paracoccidioidomicose bucal (média de 697,3 + 328,3 /mm?) em relagdo a casos cutaneos

(média de 52,24 + 60,93 /mm?).
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Figura 1- Corte histoldgico onde se observa levedura de P. brasiliensis em processo de brotamento,
com aspecto semelhante a "roda de leme" (seta, Grocott).



Figura 2 - Expressao imunoistoquimica do FoxP3 na Paracoccidioidomicose (setas).
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Gréfico 1 - Correlag@o entre as densidades de P. brasiliensis e de células Treg FoxP3+
em casos de Paracoccidioidomicose cutinea (r= —0,654; p>0,05).
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Griafico 2 - Correlag@o entre as densidades de P. brasiliensis e de células Treg FoxP3+
em casos de Paracoccidioidomicose bucal (r=0,184; p>0,05).

Densidade de
P.brasiliensis (/mm?)

300 - Densidade fl’mgica

Mucosa bucal x Pele
250
200 -
150 A

100 - “V

50

Mucosa Bucal Pele

Grafico 3 — Comparagdo entre densidade fingica em casos de Paracoccidioidomicose bucal e cutanea.
Conforme se observa, ndo houve diferenca estatisticamente significante.
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Griafico 4 — Comparagdo entre densidade de células Treg FoxP3+ em casos de Paracoccidioidomicose
bucal e cutdnea. Conforme se observa, houve diferenga estatisticamente significativa.

5 DISCUSSAO

Foi observada uma correlacdo negativa nao significativa entre a densidade fingica
e a densidade de células T regulatérias (Treg) FoxP3+ em casos de Paracoccidioidomicose
cutanea. Sendo assim, o aumento no nimero de células Treg associa-se a diminui¢do da
densidade fingica. Esse dado € destoante da literatura, visto que existem numerosos trabalhos
demonstrando o papel imunossupressor das células Treg FoxP3+, mesmo que nao
especificamente em casos de Paracoccidioidomicose cutanea.

Cavassani e colaboradores (2006) demonstraram que as células Treg estdo
aumentadas em relagdo ao grupo controle no sangue periférico e em lesdes cutaneo-mucosas
de pacientes com a forma cronica de Paracoccidioidomicose.

A transferéncia de células Treg de camundongos selvagens para animais com
deficiéncia de células Treg aumenta significativamente o nimero de leveduras vidveis de P.
brasiliensis nos pulmdes comparado ao grupo que ndo recebeu transfusdao de Treg. Além
disso, camundongos tipo selvagem que receberam anticorpos monoclonais anti-CD25,

diminuindo assim a populacdo de células Treg, tiveram uma diminui¢do importante e



significativa no nimero de particulas fungicas viaveis (Moreira et al, 2008). Dessa maneira,
esses estudos demonstram que as células Treg FoxP3+ favorecem o crescimento fuingico nas
lesdes. Essa funcdo imunossupressora nao estd de acordo com o presente estudo.

Fontenot e colaboradores (2003) demonstraram que camundongos deficientes de
células FoxP3+ morreram com uma sindrome linfoproliferativa auto-imune fatal e rdpida
(com 3-4 semanas de vida), sendo esta sindrome relacionada a incapacidade destes animais
em gerar células T regulatorias.

Em outro estudo, a transferéncia de uma populacdo de células Treg para
camundongos deficientes de células T suprimiu a resposta inflamatéria induzida por bactérias
do trato gastrointestinal (Kullberg e colaboradores, 2002).

Estudos semelhantes, demonstrando o papel imunossupressor das células Treg,
também foram realizados com Candida albicans (Montagnoli et al., 2002), Leishmania major
(Aseffa et al, 2002, Yurchenko et al., 2006) e Schistosoma mansoni (McKee & Pearce, 2004).

Os resultados em Paracoccidioidomicose cutdnea podem ser comparados com
resultados prévios em Paracoccidioidomicose bucal (Cardoso & Verissimo, 2010). Constata-
se maior densidade flingica em casos cutaneos (média de 104,06 /mm?) em relac@o a casos de
mucosa bucal (média de 58,93 /mm?), sem significincia estatistica. Por outro lado, houve
predominio de células Treg FoxP3+ em mucosa bucal (média de 697,3 /mm?) em relacdo aos
casos de pele (média de 52,24 /mm?). Faltam estudos na literatura para comparagao com esses
resultados.

Cabe ressaltar que a correlagdo positiva entre a densidade fungica e a densidade
de células Treg encontrada em Paracoccidioidomicose bucal (r=0,184; p>0,05) estd de acordo
com a literatura, ou seja, sugere a existéncia de papel imunossupressor das células Treg em
Paracoccidioidomicose bucal.

Diante de véarios trabalhos que levantam fortes evidéncias sobre o papel
imunossupressor das células Treg FoxP3+, inclusive em casos de Paracoccidioidomicose,
levanta-se a hipdtese de que o ndmero pequeno de casos de pele no estudo atual seja
responsavel pela divergéncia dos resultados com a literatura. Todavia, estudos como este tém
sempre esta limita¢do, devido a dificuldade em se encontrar casos de Paracoccidioidomicose

cutanea.



6 CONCLUSAO

As lesdes cutdneas e bucais sdo de grande valor na Paracoccidioidomicose, pela
importancia clinica dessas lesdes e também porque em muitos casos sao as primeiras e as
principais manifestacdes dessa micose.

O presente estudo encontrou uma correlacdo negativa entre a densidade dessas
células e a densidade fungica em lesdes cutaneas pelo Paracoccidioides brasiliensis. Esse
resultado vai de encontro as evidéncias cientificas sobre o papel imunossupressor das células
T regulatérias. Contudo, o nimero limitado de casos dificulta a avaliagdo dos resultados aqui
encontrados. Conclui-se que o papel das células T regulatérias FoxP3+ na patogénese da
Paracoccidioidomicose cutanea ainda merece outras investigagdes.

Foi encontrado ainda um predominio de células T regulatérias FoxP3+ em casos
de Paracoccidioidomicose bucal em relacdo as lesdes em pele. A significancia clinico-

patoldgica desse achado também depende da realizacao de outros estudos.
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