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RESUMO

Falhas na efetuacdo de resposta imune celular sdo fatores determinantes na patogénese e
evolugéo de algumas doengas infecciosas cronicas. A presente tese aborda, em duas partes,
situacOes relacionadas a hiporresponsividade imunoldgica em pacientes com hanseniase e
paracoccidioidomicose (PCM), bem como a reversdo dessa condi¢do, associada a alteraces
no status clinico desses individuos, ativacdo de linfocitos T e producdo de citocinas
inflamatdrias. Na primeira parte, foi observada emergéncia de resposta antigeno-especifica
em pacientes lepromatosos, que apresentavam uma forma incomum de reacéo tipo 11 ou ENL
na hanseniase. Os sinais e sintomas dessa rea¢do foram caracterizados por surto inflamatorio
sistémico, febre alta, edema de membros superiores e inferiores, linfoadenopatia regional e
lesbes cutineas formadas por placas superficiais, bolhas e Ulceras. A imunohistologia das
lesbes mostrou bacilos dentro do endotélio vascular, infiltrado inflamatério composto por
leucdcitos com positividade para HLA-DR e TNF-a, assim como freqliéncia elevada de
linfocitos T yo+. Contrariamente ao observado nas lesbes, analise por citometria de fluxo
revelou reducédo significativa na freqiéncia das subpopulacbes yo+, CD8+ e CD14+ no
sangue dos pacientes no inicio do episddio reacional. No mesmo periodo, IL-6 e TNF-a. se
encontravam elevados, como determinado por ELISA, e analise das lesGes por
imunofluorescéncia foi negativa para imunocomplexos. Talidomida, ou sua associagdo com
glicocorticoide, levou ao desaparecimento dos sintomas e das lesdes, bem como a
normalizacdo das freqiiéncias de células mononucleares sanguineas (CMS) e dos niveis das
citocinas. Os resultados acima mostram reativacdo imunoinflamatoria com quebra de
hiporresponsividade especifica para o M. leprae e participacdo de TNF-a e linfécitos T yo+
na patogénese dessa rara reacdo de hanseniase. Na segunda parte, foram realizados estudos in
vitro com CMS de pacientes com a forma crénica da PCM antes e apds o tratamento com
itraconazol. Elevada freqiiéncia de tabagismo e alcoolismo foi observada no grupo de
pacientes, bem como desnutricdo em cerca de 60% deles. Analise fenotipica das CMS por
citometria de fluxo (CF) ndo mostrou diferencas significativas em pacientes antes e depois do
tratamento. Foram observadas reducgdes significativas da atividade bioldgica de IL-2 e da
proliferacdo celular sob estimulo de Con-A, mas ndo de PMA+ION antes do tratamento. A
determinacdo das freqiiéncias de linfécitos T produtores de IFN-y e IL-4 por CF mostrou
aumento na proporcdo relativa de células CD3/IFN-y + em relacdo as IL4+ pOs-tratamento.
Nessa fase, também foram recuperadas tanto as respostas proliferativas, quanto a producéo de
IL-2 sob estimulo de Con-A. Finalmente, em quatro pacientes, foi feita analise simultanea
para seis citocinas por CBA, em sobrenadantes de culturas estimuladas com Con-A,
PMA+ION, SEB, PPD e com a gp43 de P. brasiliensis. Em pacientes ndo-tratados houve
reducdo nos niveis de citocinas por células estimuladas com gp43 e Con-A. Os resultados
mostram que a hiporresponsividade dos linfocitos T de pacientes com PCM ¢ reversivel pos-
tratamento. Um possivel mecanismo para a evolucéo da infeccéo latente pelo P. brasiliensis
para doenca ativa é uma imunodeficiéncia secundaria aos efeitos combinados de tabagismo,
alcoolismo e desnutricdo na imunidade celular do paciente com a forma crénica da PCM.
Tomados em conjunto, os resultados obtidos nas duas partes que compdem essa tese, sugerem
que nessas duas doengas infecciosas cronicas, alteracfes funcionais de células apresentadoras
de antigeno por moléculas dos patégenos podem ser um elemento comum e indutor de falha
em ativacgéo de linfocitos T.



ABSTRACT

Cellular immunity defects are relevant factors in the pathogenesis and evolution of some
chronic infectious diseases. The present work, composed by two parts, focuses situations
relating to the immunological hyporesponsiveness in patients with leprosy and
paracoccidioidomycosis (PCM), as well as to the reversion of this condition, associated to
changes in the clinical status of these individuals, activation of T lymphocytes and production
of inflammatory cytokines. In the first part, emergence of M.leprae-specific response was
observed in lepromatous patients presenting an unusual form of type Il leprotic reaction or
ENL. The signs and symptoms of this reaction were characterized by inflammatory systemic
outbreak, high fever, edema at the superior and inferior limbs, regional lymphoadenopathy
and skin lesions formed by superficial plaques, blisters and ulcers. Immunohistology of these
lesions showed bacilli within the capillary endothelium, inflammatory infiltrate composed by
leucocytes positive for HLA-DR and TNF-a, as well as an increased frequency of T yo+
lymphocytes. On the contrary, flow cytometric analysis of the patients’ blood at the
beginning of the reactional period disclosed a significant reduction in the frequencies of the
vd+, CD8+ and CD14+ subsets. In the same period, IL-6 and TNF-o. were increased, as
determined by ELISA, and analysis of the lesions by immunofluorescence was negative for
immune complexes. As a result of the treatment with thalidomide, or with thalidomide plus
glicocorticoides, the lesions and symptoms disappeared, and the frequencies of mononuclear
blood cells (MBC) returned into normal, as well as the cytokine levels. The above results
show immunoinflammatory reactivation with break of specific hyporesponsiveness for M.
leprae, as well as the participation of TNF-a and T yd+ lymphocytes in the pathogenesis of
this unusual leprotic reaction. At the second part, in vitro studies with MBC of patients with
the chronic form of PCM were performed before and after treatment with itraconazole. High
frequencies of smoking habit and alcoholism were observed in this group of patients, and also
malnutrition in about 60% of them. Flow cytometric (FC) phenotypical analysis of MBC
showed no significant differences in patients before and after the treatment. It was observed
that the levels of the biological activity of IL-2 were significantly reduced, as well as those of
cellular proliferation in response to Con-A, but not of PMA+ION before the treatment.
Evaluation by FC of the frequencies of TCD3+ lymphocytes producing IFN-y and IL-4
showed increase of the relative proportion of CD3+/IFN-y+ over CD3+/IL-4+ cells after
treatment. In this step, the proliferative responses as well the production of IL-2 in response to
Con-A were recovered. Finally, in four patients, a simultaneous analysis for six cytokines by
CBA was performed, namely in supernatants of cultures stimulated with Con-A, PMA+ION,
SEB, PPD and with gp43 of P.brasiliensis. In untreated patients, there was reduction in the
cytokine levels of gp43- and Con-A-stimulated cultures. The results show that the T
lymphocyte hyporesponsiveness of PCM is reversible post treatment. A possible mechanism
for the evolution of P.brasiliensis latent infection to active disease is an immunodeficiency,
secondary to the combined effects of smoking habits, alcoholism and malnutrition in the
cellular immunity of the patient with the chronic form of PCM. Taken together, the results
obtained from the two parts of this work suggest that, in these two chronic infectious diseases,
functional changes of antigen presenting cells by molecules of pathogens can be a common
element, which may induce defective T lymphocyte activation.
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INTRODUCAO



PARTE I

Consideracdes iniciais.

A regulacdo de resposta imune a estimulo persistente, bem como mecanismos e
mediadores envolvidos na inducdo de estados de hiporresponsividade, anergia ou
tolerancia imunolodgica, sdo aspectos de extrema relevancia em doencas infecciosas
cronicas.

A presente tese aborda, em dois estudos, situacdes relacionadas a falha na
efetuacdo de resposta imune celular em pacientes com hanseniase e
paracoccidioidomicose, bem como a reverséo dessa condicdo, decorrente de alteracoes
no status clinico desses individuos, com ativacdo de linfocitos T e producdo de
citocinas inflamatorias.

A dificuldade no diagndstico precoce devida a diversidade na apresentacdo
clinica das lesbes, as complicacfes inflamatorias agudas durante a evolucdo crénica, e
as precarias condicdes socio-econdmicas dos pacientes sdo fatores que contribuem
para aumentar e agravar as sequelas freqiientemente irreversiveis e as incapacidades
comuns as duas doencas. O aprofundamento no estudo da imunoregulacdo da
hanseniase e da paracoccidioidomicose pode auxiliar no desenvolvimento de métodos

mais eficientes para prevencao e tratamento dessas doencas.

Mecanismos gerais da imunidade inata e adquirida contra a infecgéo.

Enfase nas micobactérias e nos fungos patogénicos.

Os patogenos invadem o organismo por diferentes vias, e podem produzir
doencas infecciosas por diversos mecanismos. O contato inicial de um individuo com
um agente infeccioso geralmente ocorre por meio dos epitélios, sendo uma das vias
mais comuns de entrada a mucosa do trato respiratério, especialmente a do nariz, uma
das maiores fontes de estimulacéo natural do sistema imunologico.

A fase inicial de uma resposta imune inata contra infeccdo decorre das
interacOes entre as moléculas desses patdgenos e receptores de células do hospedeiro.

Os mecanismos iniciais de protecdo ndo sdo antigeno-especificos; porém, de acordo



com a natureza do patdgeno e com 0s genes expressos nas células que reconhecem e
apresentam antigenos, forma-se um padrao funcional especifico.

Dentre as células apresentadoras de antigenos (APC), destacam-se, por sua
eficiéncia, as células dendriticas (DC), Unicas capazes de ativar linfocitos T virgens
(Janeway e Medzhitov, 2002). Receptores do tipo toll (TLR) expressos nessas células
estabelecem a ponte entre a imunidade inata e a adquirida. Essa familia de receptores é
capaz de reconhecer estruturas altamente conservadas presentes nos patdgenos
(PAMPs) e outros sinais de stress. Em células infectadas por micobacteérias, j& foi
demonstrado que TLR2 e TLR4 possuem a habilidade de inserir-se nos fagossomaos,
induzindo moléculas com atividade antimicrobiana, como espécies reativas do
oxigénio e de nitrogénio (Bhatt e Salgame, 2007).

Varios componentes de fungos patogénicos foram identificados como PAMPs,
e sao reconhecidos por TLR2 expresso em macréfagos e DCs. Em surtos de candidiase
disseminada, foi observada alta expressdo de TLR2 e 4 com indugdo das citocinas
inflamatorias interleucina-1 3 (IL-1B) e o Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-
o; Romani, 2004). Uma vez ativados, TLR induzem a maturagdo das DCs e
influenciam diretamente na qualidade das respostas adaptativas (Steinman e
Banchereau, 2007).

De acordo com o estimulo recebido, as DCs maduras passam a expressar
fortemente produtos do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e outras
moléculas co-estimuladoras, além de secretar mediadores determinantes do perfil de
diferenciacdo da resposta imune. As moleculas co-estimuladoras B7.1 e B7.2 sdo
componentes homodiméricos da familia das imunoglobulinas, encontradas nas APCs
ativadoras de linfocitos T (de Jong et al., 2005). A funcdo mais importante do sinal co-
estimulador é promover a sintese de IL-2. Para que ocorra a ativacdo completa da
célula sdo necessarios outros estimulos, dentre os quais, 0 mais bem caracterizado é a
ligacdo entre CD80 (B7.1) ou CD86 (B7.2) presente na APC e CD28 no linfécito T. A
participacdo das APCs profissionais (DCs, macréfagos e linfocitos B) é importante
também para a diferenciacdo da resposta imunoldgica desenvolvida posteriormente.

Em geral, sdo as APCs que irdo influenciar a diferenciacdo dos linfdcitos por meio da



producdo de citocinas como a IL-12, IL-4, e também pela expressdo das moléculas co-

estimuladoras (Janeway e Bottomly, 1994).

Caso um linfécito T seja ativado somente pela via do seu receptor de antigeno,
mas em auséncia do sinal co-estimulador proporcionado pela ligagdo B7-CD28,
ocorrera falha na ativacdo do mesmo. Desta forma, a célula é direcionada a um estado
de anergia pelo bloqueio na transcricdo do gene de IL-2 e consequente inibicdo de
resposta antigeno-especifica. Esse fato também ocorre quando linfocitos T maduros
reconhecem antigenos proprios e sdo inativados na periferia. A dupla sinalizacéo para
ativar um linfocito T é fundamental para a tolerancia e prevencdo das doencas auto-
imunes (Schwartz, 2003).

Apbs a infeccdo por patogenos intracelulares, DCs e macrofagos ativados
produzem IL-12 e IL-23 e expressam niveis elevados da molécula CD40. Em
conseqiiéncia, ocorre a diferenciacdo de linfocitos T auxiliares do tipo 1 (Thl), com
producdo preferencial de IL-2 e Interferon-gama (IFN-y), indispensaveis a formacéo
do granuloma e eliminagdo dos microorganismos em questdo. Como ocorre com 0S
linfocitos T CD4+, as células CD8+ também produtoras de IFN-y migram para a
periferia da lesdo granulomatosa e participam na contencdo do processo infeccioso
(Saunders e Cooper, 2000; Berberich et al., 2003). Enquanto os linfécitos T CD4+
reconhecem antigenos oriundos dos vacuolos das APCs, como por exemplo, peptideos
apresentados por moléculas de classe Il do MHC, linfécitos T CD8+ reconhecem
antigenos citosélicos associados a classe I, atuando como células citotdxicas.
Antigenos de micobactérias e fungos podem ser apresentados das duas formas citadas
(Kaufmann, 1999; Romani, 2004).

Sob certas condicdes, os linfocitos T CD8+ podem gerar duas populagdes com
diferentes padrdes de producdo de mediadores. Isto ocorre de forma analoga, porém
ndo idéntica a diferenciacdo Th1/Th2, onde mediadores produzidos pelos linfécitos
Th2 (IL-4, IL-5 e IL-10) tém funcdo anti-inflamatéria, sendo capazes de inibir
funcionalmente macrofagos e estimular a producéo de anticorpos por linfdcitos B, em

respostas protetoras contra alérgenos e parasitas. Dentre as citocinas produzidas por



células Th2, a IL-10 desempenha um importante papel modulador das respostas Thl,
inibindo a expressdo de B7, de moléculas de classe 11 do MHC, a producéo de TNF-a

por macrofagos e a sintese do RNA mensageiro (mMRNA) de IL-12 (O’Garra, 1998).

Outra propriedade da IL-10 é tornar DCs tolerogénicas, induzindo a geracao de
linfécitos T anérgicos pela expressdo da molécula inibidora de segundo sinal CTLA-4,
e ndo de CD28. Além dos linfocitos Th2, outras células também produzem IL-10,
como linfécitos B, macréfagos, DCs e células T reguladoras (Treg). Contrariamente as
suas funcbes supressoras predominantes, a IL-10 também pode ter um efeito positivo
sobre algumas respostas imunes, que incluem o aumento direto da producdo de IL-10
por células Treg, a estimulacdo de mastdcitos, e a promocdo de diferenciacdo e
migracdo do linfocito T CD8+ com perfil citotoxico (Schwartz, 2003; O'Garra e
Vieira, 2007).

Como outros patdgenos, as micobactérias liberam antigenos lipidicos, que se
associam a moléculas da familia CD1 expressas constitutivamente em DCs e células
de Langerhans da epiderme, e cuja via de apresentacdo independe do MHC. Linfécitos
T CD8+ reconhecem esses antigenos associados a CD1b, assim como os linfécitos T
gama-delta+ (yd), que povoam principalmente as mucosas (Ulrichs e Porcelli, 2000).

Além de reconhecerem antigenos associados tanto a moléculas de classe |
quanto de classe Il, os linfocitos T yd6+ reconhecem, ainda, PAMPs e proteinas de
choque térmico (Hsp) produzidas por células em situacdes de stress e inflamacéo.
Trabalhos in vitro mostraram que clones yd+ produzem TNF-a e IFN-y, e séo,
normalmente, relacionados como fortes sentinelas na vigilancia contra a invaséo das
mucosas (Hayday, 2000; Hedges et al., 2005; Komori et al., 2006). Esta afirmacéo
pode ser reforcada pela demonstracdo do aumento significativo da proporcdo dessas
células em sangue periférico e em granuloma tuberculdide recém-formado por
infeccdo micobacteriana.

De forma similar, foi observado rapido acumulo de linfocitos T yd+ apés
infeccdo intratraqueal com o fungo Cryptococcus neoformans, seguido de regulacéo
das respostas Thl e protecdo do hospedeiro murino (Modlin et al., 1989; Uezu et al.,

2004). Atribui-se ainda grande importancia a participacéo de células yd+ produtoras de



IFN-y na prevencdo do avanco da colonizacdo da mucosa por C. albicans e evolugédo
para infeccdo sintomatica em individuos imunocompetentes (Netea et al., 2002).

Embora o IFN-y seja considerado uma molécula efetora com papel fundamental
na resposta contra patdgenos intracelulares, outros mediadores produzidos por
linfocitos T também desempenham fungdes relevantes em tais respostas. Dois bons
exemplos sdo 0 TNF-a e o ligante da molécula Fas (FasL). O TNF-a atua em sinergia
com o IFN-y na inducdo da formacdo e maturagdo do granuloma em micobacterioses.
O achado de que pneumonia por Aspergillus fumigatus pode ocorrer apés a terapia de
ablacdo de TNF assinala o papel primordial dessa citocina no controle da infecgéo
fangica (Saunders e Cooper, 2000; Warris et al., 2001). A ativacdo de moléculas pro-
apoptaticas como, por exemplo, o Fas induz a ligacdo Fas-FasL e a apoptose de
macrofagos cronicamente infectados, que perdem a habilidade de matar os patégenos
ingeridos. Pela via de Fas-FasL também é desencadeada a apoptose de linfocitos
fortemente ativados por moléculas préprias do hospedeiro, constituindo um
mecanismo adicional de prevencdo de doencas auto-imunes (Van Parijs e Abbas,
1998).

Os linfocitos T produzem ainda uma gama de quimiocinas e sinais co-
estimuladores capazes nao so de estimular a producdo de novos macrofagos na medula
6ssea, induzindo sua migracdo para os sitios de infeccdo, como também de controlar a
expansdo clonal. Esses fatores sdo determinantes tanto para o equilibrio das respostas
aos microorganismos, quanto para a homeostasia do hospedeiro (O’Garra e Arali,
2000).



Mecanismos de susceptibilidade e resisténcia as doencas infecciosas.

Imunogenética da hanseniase e da paracoccidioidomicose.

Ainda que, para algumas doencas infecciosas, um gene principal de
susceptibilidade tenha sido proposto, a patogénese de uma doenca geralmente se deve
a caracteristicas multifatoriais. Diversos genes e regifes do genoma humano atuantes
na imunidade inata tém sido relacionados com a susceptibilidade as doencas per se ou
a uma de suas formas clinicas.

Na hanseniase, 0 HLA parece estar mais relacionado a modulacdo da forma
clinica da doenca do que a susceptibilidade para a infeccdo propriamente dita. Desde o
final da década de 80, diversos autores sugeriam que a doenca sofria influéncia dos
alelos e haplétipos do HLA, embora nem todos fossem reprodutiveis em diferentes
populacbes, o que ndo é surpreendente. Em revisdo sobre o tema, Moraes e
colaboradores destacam como mais consistentes a frequéncia aumentada de HLA-
DQwl com o desenvolvimento das formas lepromatosas, e de HLA-DRB1*15 e
DRB1*16 com as formas tuberculdides de hanseniase (Moraes et al., 2006).
Recentemente, analise de grupos provenientes das populacdes brasileira e vietnamita
demonstrou associacdo entre HLA-DRB1*04 e resisténcia e, ainda, entre HLA-
DRB1*10 e susceptibilidade a doenca, independentemente da forma clinica
(Vanderborght et al., 2007).

No tocante aos genes néo relacionados com HLA, foi observado que variantes
na regido promotora compartilhada pelos genes da parquina (PARK2 e PARCR),
presentes no cromossomo 6, atuam como fatores de risco para a doenca. Em outro
estudo, foi identificado na regido 6925-6926 um alelo do gene da linfotoxina-alfa (LT-
o) que se correlaciona com susceptibilidade & doenca em individuos jovens.
Polimorfismos em outros genes, como TLR2, TNF-a, IL-10 e dos receptores de
vitamina D e da IL-12 (IL-12R), podem contribuir para a determinagdo da forma
clinica e da susceptibilidade e/ou resisténcia a hanseniase (Mira, 2006).

Os mecanismos relacionados a resisténcia ou susceptibilidade do homem a
paracoccidioidomicose ndo estdo totalmente esclarecidos; porém, uma predisposi¢éo

genética individual pode exercer influéncia desde a infeccdo pelo P. brasiliensis até a



manifestacdo da doenca propriamente dita (Borges-Walmsley et al., 2002). Em regido
hiper-endémica na Colémbia, HLA-A9 e HLA-B13 foram significativamente mais
expressos em pacientes do que em individuos sadios, indicando correlacéo entre esses
antigenos e a susceptibilidade a infeccdo pelo P. brasiliensis (Calich et al., 1994).

A associacdo de certos antigenos de histocompatibilidade com susceptibilidade
a doenca ja foi relatada também em nosso pais. Na regido sudeste foi observada forte
associacao entre HLA-B40 e HLA-CW1 com pacientes em tratamento (Goldani et al.,
1991). Algumas diferencas com relacdo as apresentacfes clinicas da doenca foram
descritas mais recentemente. Almeida e colaboradores associaram o fenétipo HLA-
Bw6 com a ocorréncia de casos graves de neuroparacoccidioidomicose em agricultores
de origem caucasiana, residentes no Parana, estado com alta prevaléncia da doenca
(Almeida et al., 2005). Trabalho realizado no Amazonas associou HLA-DRB1*11
com um numero expressivo de pacientes que apresentavam poucas e localizadas lesdes
(Sadahiro et al., 2007).

Ao contrario da hanseniase, sdo poucos os relatos de modificacGes em genes
ndo relacionados com HLA em pacientes com paracoccidioidomicose. Entretanto,
trabalhando com um grupo de 60 pacientes de area com alta endemicidade do sudeste
brasileiro, Bozzi e colaboradores apontaram uma forte associacao entre a presenca de
polimorfismos de nucleotideos isolados (SNP) em determinadas regifes dos genes do
TNF-a (posicéo -1082G/A) e da IL-10 (-308G/A) com a forma crbnica da doenga, em
comparacgdo com grupo de individuos sadios da mesma area (Bozzi et al., 2006).

Em modelo murino de infeccdo nasal por P. brasiliensis, a presenca de um gene
autossémico dominante analogo a Nramp1 foi observada por Forbes e colaboradores,
que o associaram ao controle de resisténcia inata em macréfagos de camundongos.
Porém, em seres humanos, esse dado néo foi observado (revisto por Borges-Walmsley
etal., 2002).

As bases biologicas da defesa contra as infeccbes apontam na direcdo de
deficiéncias primarias do hospedeiro juntamente com o grau de infectividade e
patogenicidade de um microorganismo, para a ocorréncia de algumas doencas

infecciosas. Um novo modelo para as imunodeficiéncias primarias (PID) ampliou a



importancia das PID nas infecgdes cronicas. Apesar de se manifestarem como quadros
de infeccéo recorrente ou superinfeccdo em criancas, as PIDs sdo mutacdes que afetam
um ou mais genes relacionados as imunidades inata e adquirida, e tém sido associadas
com susceptibilidade a infeccdo por patdgenos intracelulares, como as micobacterias e
as salmonelas (Casanova e Abel, 2007).

No caso especifico das micobacterioses, Jouanguy e colaboradores descreveram
um quadro letal de infeccdo disseminada em uma crianca ap0s vacinacao pelo BCG. O
irm&o, que ndo havia sido vacinado, desenvolveu tuberculose pulmonar severa. Ambos
apresentavam deficiéncia completa no receptor 1 do IFN-y (IFNR1; Jouanguy et al.,
1997). Outros trabalhos associaram deficiéncia parcial no IFNR1 ao desenvolvimento
de infeccGes por micobactérias ambientais, geralmente ndo patogénicas, como M.
chelonei, M. avium e M. smegmatis, em um grupo de individuos com parentesco
proximo (Ottenhoff et al., 1998).

Uma deficiéncia parcial ténue em genes associados a imunidade pode néo
acarretar doencas graves na infancia, mas pode relacionar-se com o aparecimento de
infec¢Bes cronicas na idade adulta. Muta¢do no IL-12R inativa o eixo IL-12-1L-23-
IFN-y, fundamental ao desenvolvimento das respostas Thl. J& foram demonstradas
mutagdes no gene que codifica a IL-12 em pacientes com hanseniase (Ottenhoff et al.,
1998; Doffinger et al., 2006).

As PIDs também estdo associadas as infecgdes flngicas. Pacientes com doenca
granulomatosa crénica hereditaria ligada ao cromossomo X, sdo comumente afetados
por infeccOes respiratdrias causadas por fungos. Esses pacientes apresentam mutacoes
em genes que codificam as sub-unidades da enzima nicotinamida adenosina
dinucleotideo fosfato (NADPH) que afeta a producdo de metabdlitos intermediarios
reativos do oxigénio (ROI) em fagocitos (Heyworth et al., 2003). Deficiéncias em
TLR2 e 4 ja foram identificadas em pacientes com diversas infec¢bes fungicas (Hohl
et al., 2006).



PARTE Il

Aspectos clinicos, epidemioldgicos e imunologicos da hanseniase e da

paracoccidioidomicose.

Hanseniase.

A hanseniase ¢ uma doenca infecciosa sistémica, de curso cronico, sem
predilecdo por sexo e raca, que afeta principalmente os nervos periféricos, a pele e a
mucosa das vias aéreas superiores. Seu agente etiol6gico, o Mycobacterium leprae,
infecta macrofagos, células de Schwann, e o endotélio vascular. A via de entrada do
M. leprae é o nariz, por onde atinge a mucosa do trato respiratorio e dissemina-se
pelo organismo. Grandes quantidades de bacilos integros séo isolados de secrecdes
nasais dos pacientes. E uma doenca incapacitante pelo dano neural provocado pela
invasdo do M. leprae (Gallo et al., 2005).

O diagnéstico da hanseniase é feito pelo exame clinico, acompanhado de
exame baciloscopico em esfregacos de linfa e de exame histopatol6gico. Os sinais e
sintomas clinicos da doenca sdo variados e podem contribuir para o retardamento do
diagnostico e inicio do tratamento. As lesGes apresentam-se desde uma Unica mancha
hipocrémica até inimeras papulo-eritematosas disseminadas pelo corpo. Apesar da
falta de sensibilidade ser caracteristica predominante das lesGes de hanseniase, cerca
de 30% das lesBes ndo sdo anestésicas, o que pode dificultar ainda mais o diagnostico
da doenca (Walker e Lockwood, 2006).

As caracteristicas clinicas da hanseniase refletem a patologia da doenca,
variando conforme o equilibrio entre a multiplicagdo bacilar e o desenvolvimento da
resposta imune do hospedeiro. O grau de disseminacdo da infeccdo e 0 nimero de
lesBes cutdneas variam ao longo de um espectro de formas clinicas, uma caracteristica
marcante da doenca. Baseados nessa diversidade, Ridley e Jopling propuseram uma
classificacdo para a hanseniase, que consiste em duas formas polares, tuberculoide
(TT) e lepromatosa (LL), e trés formas intermediarias denominadas “borderlines”, a

saber: BT, BB e BL, como mostrado na figura 1 (Ridley e Jopling, 1966).
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(TT) BT BB BL (LL)

Figura 1. Ciclo provavel de transmissdo do M. leprae e espectro
de formas clinicas da hanseniase com base na classificagdo de
Ridley e Jopling.

Devido a dificuldades na realizacdo de exames histopatologicos e visando a
descentralizacdo do acompanhamento medico dos pacientes, a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) sugeriu aos paises endémicos que adotassem uma simplificagdo do
critério diagnostico de acordo com o indice baciloscopico (IB) feito a partir de
esfregacos de linfa. De um modo geral, pacientes tuberculdides (BT e TT) sdo
paucibacilares, com I1B=0 e pacientes lepromatosos sdo multibacilares, com I1B>0
(Gallo et al., 2005).

Existem evidéncias de que a protecédo contra a infeccdo pelo M. leprae pode ser
induzida em individuos vacinados com BCG (Bacilo de Calmette-Guérin). Entretanto,
os resultados obtidos sdo controversos, variando de 20 a 90% a eficécia da vacinacao
com o BCG nas diferentes areas endémicas testadas. Essa variacdo pode ser atribuida a
reacOes cruzadas com micobactérias do meio ambiente. No Brasil, 0 BCG confere
cerca de 70% de protecdo contra a forma multibacilar da doenca na vacinagdo
neonatal. Em contatos de pacientes com hanseniase, a vacinagdo neonatal confere 50%
de protecdo, porém, na revacinacdo, essa taxa aumenta para 75% (Cunha et al., 2004;
Setia et al., 2006).
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O M. leprae é um patégeno intracelular obrigatério, que apresenta baixa
atividade catabdlica e ndo produz endo ou exotoxinas. Apesar de causar doenca
apenas em seres humanos, o bacilo pode se replicar em coxim plantar de
camundongos e produzir infeccdo disseminada no tatu de nove bandas (Dasypus
novemcinctus, Linn.). O figado de um tatu infectado concentra cerca de 10°
bacilos/grama de tecido, o que disponibiliza uma quantidade consideravel de M.
leprae para ensaios laboratoriais, pois até hoje ndo foi possivel cultiva-lo in vitro
(Scollard et al., 2006).

O tempo de geracdo do bacilo varia entre 11 a 14 dias; € Gram positivo e, por
ter parede celular rica em lipideos, tem a propriedade de ser alcool-acido resistente,
ou seja, cora-se pela fucsina e ndo se descora pelos acidos e alcoois quando corado
pelo método de Ziehl-Neelsen. Os principais componentes do M. leprae sdo oriundos
da parede celular, onde se destaca o glicolipideo fendlico-1 (PGL-1), majoritéario e
exclusivo do bacilo, indutor da producdo de niveis elevados de anticorpos em parte
dos individuos infectados (Hunter e Brennan, 1981; Scollard et al., 2006).

Em 2001 foi sequienciado o genoma do M. leprae e, a partir de entdo, varios
aspectos do patdgeno foram esclarecidos. O organismo parece ter sofrido uma extensa
evolucéo redutiva, com consideravel diminuicdo de seu genoma, se comparado ao M.
tuberculosis. Quase a metade do genoma é ocupada por pseudogenes, além de diversas
regides de quadros abertos de leitura que ndo estdo presentes no M. tuberculosis. O
grande nimero de genes inativados pode ser relacionado com a incapacidade do bacilo
de se multiplicar em meios de cultura, e ainda, com a sua condicdo de patdgeno
intracelular obrigatério (Cole et al., 2001). O M. leprae é um microorganismo com alta
infectividade e baixa patogenicidade. Embora tenha a capacidade de infectar um
grande numero de individuos, os dados relacionados com a susceptibilidade a infeccéo
situam em 10% ou menos a proporcdo de pessoas expostas que passam a apresentar
sinais e sintomas da hanseniase (Lockwood e Suneetha, 2005).

Baseados em estudos de tipagem molecular do M. leprae, em dados
arqueologicos e antropologicos, Monot e colaboradores propuseram recentemente que

as origens da hanseniase remontam ao leste da Africa Oriental, aproximadamente em
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600 a.C., de onde se estendeu para a Europa, Asia e América. No Brasil, a doenca
chegou pelo trafico de escravos por volta de 1690 (Monot et al., 2005).

O numero de casos de hanseniase vem caindo desde a implantacdo da
poliquimioterapia® na década de 80, quando a doenca ainda era endémica em 122
paises com aproximadamente 14 milhdes de casos diagnosticados. Segundo a OMS,
em 2006, o nimero de casos registrados foi de 259.017 individuos, em particular nos
seguintes paises: Angola, Brasil, Republica Africana Central, Republica Democratica
do Congo, india, Madagascar, Mocambique, Nepal e Unidade Republicana da
Tanzénia. Em conjunto, esses paises respondem por 84% da prevaléncia mundial. Na

figura 2 é mostrada a taxa de prevaléncia nos paises endémicos (WHO, 2007).

Hansenlass - 2006 %
(taxa de prevaléncia por 10.000 habitantes)
™ 2a25
[l1,5a2
Hi1a1,5
=1

Figura 2. Taxa de prevaléncia da hanseniase até o final de 2006 segundo a OMS
(adaptado de http://www.who.int/wer, acessado em 13/11/2007).

Apesar da grande queda na prevaléncia dos casos de hanseniase no mundo
observada nas duas ultimas décadas, no Brasil a doenca ainda constitui um problema

de salde publica, atingindo propor¢fes endémicas, com taxa de prevaléncia de 1,6

! Esquema terapéutico combinando Diamino-Difenil-Sulfona, Rifampicina e
Clofazimina, em doses supervisionadas e auto-administradas.
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individuos para cada 10.000 habitantes e cerca de 65.000 casos registrados em 2006.
Dentre 0s novos casos diagnosticados no pais, mais da metade manifesta uma das
formas multibacilares da doenca, uma taxa de 8% € de criancas menores de 14 anos e
um namero significativo de casos com algum grau de incapacidade fisica, € observado
no momento do diagnostico (WHO, 2007).

As principais hipéteses para a susceptibilidade imunoldgica a hanseniase
incluem: a) um defeito basico, de origem genética, na funcdo efetora durante a fase
inata da defesa contra a infeccdo; b) diferenciacéo da resposta imune celular para um
padrédo funcional ineficaz para a destrui¢do do patdgeno e/ou c) associagdo com dano
tecidual por vezes incapacitante. Pacientes lepromatosos apresentam um defeito
funcional nos linfécitos T, ndo respondendo ou sendo hiporresponsivos ao M. leprae.

Em um micro-ambiente com funcéo efetora inadequada, o patdgeno cresce em
elevadas concentragcbes. Uma lesdo de pele de paciente lepromatoso concentra
aproximadamente 10" bacilos/grama de tecido. Alem disso, pacientes multibacilares
podem eliminar grande nimero de M. leprae pelas vias aéreas superiores, em media
107 bacilos viaveis por dia. Os componentes do M. leprae, por serem antigénicos e
desempenharem outras atividades bioldgicas inibidoras de resposta inflamatéria e
imune, acentuam ainda mais o defeito funcional observado nesses pacientes. Apesar
dos pacientes lepromatosos possuirem elevados niveis de anticorpos anti-M.leprae, a
resposta humoral ndo confere protecdo por tratar-se de um patdgeno intracelular
(Scollard et al., 2006).

Os pacientes tubercul6ides possuem resposta imune celular efetiva na destruicdo
do bacilo e o padrdo de resposta se expressa pelo perfil de citocinas produzidas e
formacdo de granulomas epitelidides. A maioria dos linfécitos T presentes na leséo
granulomatosa ¢ CD4+, com razdo entre CD4+/CD8+ em torno de 2:1. Essas celulas
expressam receptores de alta afinidade para IL-2 e formam um anel em volta de
macrofagos e células epitelidides. A reacdo de Mitsuda® é positiva, assim como 0s

testes in vitro de resposta antigeno-especifica (Modlin e Rea, 1994).

2 Teste cutdneo com suspensdo de M. leprae morto pelo calor (lepromina), utilizado para avaliacdo prognéstica
de pacientes e contatos de pacientes com hanseniase. Uma reacdo positiva caracteriza-se por uma papula
erittmato-edematosa no sitio da injecdo intradérmica e a leitura é realizada ap6s 28 dias do inéculo.
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Nos pacientes multibacilares, a negatividade da reacdo cutanea a lepromina, a
auséncia de formacdo de granulomas tipicos e a presenca de altos niveis séricos de
anticorpos especificos para componentes da parede micobacteriana, se associam a
baixa resisténcia a infeccdo pelo M. leprae. Nas lesdes de pele sdo encontrados poucos
linfécitos T nos infiltrados, e predominam os de fen6tipo CD8, com razdo CD4/CD8
de 0,5:1. Imunohistoquimica das lesbes mostra ainda, diminuicdo na expressdo de
antigenos de ativacdo, como CD25 (cadeia a do receptor de IL-2) e HLA-DR (Modlin
e Rea, 1994).

Ainda na década de 1970 foi demonstrado que leucocitos de sangue periférico
de pacientes lepromatosos ndo proliferam em cultura frente ao M. leprae, e foi
sugerido que a resposta celular deficiente era decorrente da delecdo de clones de
linfocitos T antigeno-especificos (Godal et al., 1972).

Outros trabalhos indicaram um defeito na producdo de IL-2 nesses pacientes,
impossibilitando a proliferacdo e expansdo clonal dos linfocitos T. Foi demonstrado
ainda que, adicionando-se IL-2 exdgena a cultura, linfocitos T sanguineos de pacientes
lepromatosos passam a responder ao M. leprae. Posteriormente, foi demonstrado que
células mononucleares de sangue periférico de pacientes lepromatosos ndo produzem
IFN-y apds estimulo com M. leprae. Nas mesmas condic¢des, producdo normal dessa
citocina é observada em células de pacientes tubercul6ides (Nogueira et al., 1983;
Kaplan e Cohn, 1986).

A partir da observacao de que o M. leprae ndo apresenta variacbes morfologicas
e funcionais em cepas isoladas de pacientes com as diferentes formas clinicas da
doenca, Véarias teorias surgiram na tentativa de explicar a auséncia de resposta imune
celular em pacientes lepromatosos. A presenca de linfécitos T CD8+ em maior
quantidade nas lesdes desses pacientes poderia estar suprimindo uma resposta eficiente
na conten¢do ao bacilo. Porém, os resultados das experiéncias realizadas por diferentes
grupos ndo foram suficientes para a caracterizagcdo de um linfocito T supressor na
hanseniase (Kaplan, 1988; Bloom et al., 1992).

Como celulas de pacientes com a forma lepromatosa séo incapazes de proliferar

e produzir citocinas moduladoras da imunidade frente ao M. leprae, foi tambeém
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sugerido que haveria um estado de anergia clonal nesses individuos. Assim, linfocitos
T CD4+ de pacientes multibacilares seriam inativados funcionalmente, acarretando
forte resposta humoral. De fato, ja foi demonstrado que pacientes lepromatosos
apresentam diminuicédo na sinalizacdo dependente de B7.1 e CD28, tanto em sangue,
quanto em lesdo cutanea (Schlienger et al., 1998; Agrewala et al., 1998).

Embora o estado de ndo-resposta ou de hiporesponsividade especifica ao M.
leprae seja um achado constante na forma lepromatosa, a recuperacdo da resposta
antigeno-especifica ja foi relatada em algumas situacdes, como por exemplo, apds
longo periodo de tratamento e cura clinica (Esquenazi et al., 1990). Em culturas de
leucdcitos sanguineos de pacientes lepromatosos, a adicdo de IL-2 também implicou
na reversdo da anergia, assim como sua associacdo com IL-12, que restaurou a
resposta proliferativa e a producao de IFN-y a niveis observados somente em pacientes
tuberculoides (De Jong, 1997).

A possibilidade de reversdo da resposta antigeno-especifica em pacientes
lepromatosos, seja pelo tratamento, seja por imunomodulagdo, demonstrou que as
formas multibacilares da hanseniase ndo sdo estaticas. As formas “borderlines” do
espectro sdo reconhecidamente mais dindmicas do ponto de vista imunologico, e a
alternéncia entre elas pode ocorrer no curso da doenca, sendo frequentemente
associadas as reacoes.

A demonstracdo da diferenciacdo de linfocitos T auxiliares contribuiu para o
desenvolvimento de teorias acerca dos padrbes de resposta imune na hanseniase.
Foram realizados inimeros experimentos com leucocitos sanguineos e com leséo de
pele de pacientes portadores das formas polares da doenga e alguns resultados
confirmaram, de certa forma, a dicotomia Thl x Th2. Em geral, pacientes
tuberculdides apresentam resposta imune celular efetiva na destruicdo do bacilo com
producéo local de citocinas predominantemente do tipo 1, incluindo IFN-y, IL-2 e IL-
12. Por outro lado, em pacientes lepromatosos observa-se uma diferenciacdo da para
um perfil associado a producdo preferencial de citocinas do tipo 2, especialmente 1L-4
e IL-10 (Yamamura et al., 1991; Salgame et al., 1991). Mais recentemente, anélise

direta da expressao de 12.000 genes, dentre os quais 0s de citocinas em lesGes cutaneas
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de pacientes com as diferentes formas clinicas da hanseniase, confirmou o padréo
previamente estabelecido (Bleharski et al., 2003).

Durante o curso da doenca, cerca de 50% dos pacientes apresentam episodios
reacionais devidos a reativacdo da resposta imune celular ligada a producéo de
mediadores inflamatorios e associada ao dano tecidual. As reacdes podem ocorrer a
qualquer momento durante a evolucdo cronica da doenca, sobretudo apds o inicio do
tratamento especifico, que leva a morte bacilar e liberacdo macica de antigenos
micobacterianos. O aparecimento de novas lesdes cutaneas e/ou a reinfiltracdo de
lesbes pré-existentes sdo as principais caracteristicas clinicas das reac0es,
freqlientemente acompanhadas de sintomas sisttmicos como febre, mal estar, dor
articular e neuritica (Britton e Lockwood, 2004).

A reacdo do tipo | ou reacdo reversa (RR) € a que mais afeta pacientes de
formas clinicas “borderlines” (BT, BB, BL), sendo caracterizada pelo aparecimento de
lesBes eritematosas na pele e pela emergéncia de imunidade celular aos antigenos do
M. leprae, com producdo de mediadores pré-inflamatdrios e presenca de linfocitos T
vd+ nas lesdes granulomatosas (Little et al., 2001; Uyemura et al., 1991). Tem sido
observada elevacdo na expressdo de genes de citocinas pro-inflamatorias,
especialmente IFN-y, IL-2 e IL-12 em lesdo cutinea e sangue durante a RR (Moraes et
al., 1999). Aumento nos niveis de IL-1p e TNF-a em células sanguineas também ja foi
observado (Sarno et al., 1991; Manandhar et al., 2002). Os episédios de RR estédo
associados a neurites severas, com lesdo progressiva de nervos periféricos, e, para o
tratamento especifico dos episodios reacionais sdo utilizados principalmente
glicocorticoides (Manandhar et al., 2002).

Em pacientes multibacilares polares ou subpolares (BL, LL) acometidos
da reacdo tipo Il ou eritema nodoso leproso (ENL), surgem lesdes cutéaneas nodulares,
eritematosas e dolorosas, que podem ulcerar, quase sempre associadas a febre, perda
de peso e mal estar geral. Histologicamente observa-se alteragGes vasculares da derme
profunda com infiltrado inflamatério difuso de células mononucleares, e intenso
infiltrado neutrofilico. A resposta inflamatdria observada no desencadeamento do ENL

é complexa, e 0 aumento considerdvel dos niveis séricos de TNF-o e IL-1est4
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associado com a imunopatologia da reagéo e suas complicacGes sistémicas (Sarno et
al., 1991; Sampaio et al., 1998). A producdo de IL-6, uma citocina envolvida em
reacOes de fase aguda, também foi observada em niveis acima dos normais no ENL
(Moreira et al., 1993).

Processos de reativacdo de resposta imuno-inflamatéria séo relacionados com o
ENL. Esses processos, associados inicialmente a producdo de IL-12 por células
apresentadoras de antigenos, levam a exacerbacdo do quadro inflamatdrio, com
aumento da secrec¢do de IFN-y, TNF-a e IL-1. Nesse contexto, a presenca de IL-6 pode
acelerar a evolucdo das respostas e contribuir para a severidade das lesdes teciduais
(Moraes et al., 1999; Britton e Lockwood, 2004). Além disso, a presenca do gene
foxp3 em biopsias cutaneas de pacientes com ENL apontam para uma atividade
reguladora de linfocitos T CD4/CD25+ nas lesdes reacionais (Haslett et al., 2005). O
tratamento do ENL ¢é feito com talidomida, de forma supervisionada e, se necessario,
glicocorticoides sdo associados (Sampaio et al., 2002).

As manifestagfes reacionais incomuns que investigamos em pacientes
lepromatosos polares estavam associadas a emergéncia de resposta in vitro ao M.
leprae, bem como a elevados niveis séricos de citocinas inflamatorias nesses
pacientes. Diferentemente de outras observacGes em pacientes com ENL, a resposta in
vitro ndo era acompanhada de presenca de IFN-y nos sobrenadantes de culturas
estimuladas com M. leprae. Inicialmente linfocitos T y5+, CD8+ e monaocitos estavam
ausentes ou com frequéncia reduzida no sangue dos pacientes e presentes nas lesoes de
pele. Porém, o tratamento com talidomida ou talidomida associado a prednisona foi
seguido de reaparecimento dos linfocitos T yo+ e das outras subpopulactes
leucocitarias no sangue, bem como da emergéncia de resposta proliferativa transitéria
ao M. leprae. A presenca inicial de niveis séricos elevados de TNF-a. no grupo de
pacientes e a resposta terapéutica a talidomida, uma droga inibidora da producéo de
TNF-a, apontaram também para um papel central dessa citocina na patologia desta

forma reacional.
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Paracoccidioidomicose.

A paracoccidioidomicose é uma doenca autoctone da America Latina, sendo a
micose sisttmica mais freqlente dessa regido. Seu agente etiolégico, o
Paracoccidioides brasiliensis € um fungo dimorfico, que vive saprofiticamente na
natureza, de habitat natural ainda desconhecido e com crescimento lento. Nos tecidos
do hospedeiro cresce de 7 a 14 dias, formando coldnias leveduriformes contendo
propagulos infectantes chamados conidios. O diagnostico da doenca baseia-se nos
aspectos clinicos e radioldgicos. A confirmacdo é dada pela identificacdo do patégeno
em exame direto ou cultura de amostra de material biologico de pacientes, onde sédo
observados elementos caracteristicos da morfologia dos fungos. Porém, apenas as
imagens de “brotamento em roda-de-leme” sdo patognoménicas do P. brasiliensis
(San Blas, 1993; Silva-Vergara et al., 1998).

A infeccdo é adquirida pela inalacdo de conidios, ocorrendo, geralmente, nas
duas primeiras décadas de vida. A maioria dos individuos infectados € resistente,
permanecendo assintomaticos, e apresentando um foco primario quiescente no
parénquima pulmonar. Em individuos susceptiveis, a infeccdo pode causar doenca
aguda ou evoluir para doenca cronica a partir da terceira década de vida, sendo causa
importante de mortalidade e morbidade, com complicacdes graves e seqlelas
raramente reversiveis (Cadavid e Restrepo, 1993; Wanke e Londero, 1998).

Uma vez estabelecida, a doenca é caracterizada por um largo espectro de
manifestacGes clinicas, agrupadas em duas formas principais e polares: a forma aguda
ou juvenil, caracterizada pela progressdo da infeccdo primaria para doenca
disseminada e severa, e a forma cronica do adulto, caracterizada pela duracdo
prolongada com alteracdo progressiva do estado geral, que afeta primordialmente os
pulmdes. Enquanto a forma aguda juvenil ocorre em criangas e adultos jovens de
ambos o0s sexos, com evolucdo rapida, representando menos de 10% da casuistica, a
forma cronica do adulto ocorre em aproximadamente 86% dos pacientes, com
progressdo lenta e insidiosa, podendo levar meses ou anos para se estabelecer, como

resultado da reativacdo de um foco latente da infeccdo fangica. A figura 3 mostra a
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patogénese da paracoccidioidomicose, as possibilidades da evolugdo da doenca e suas

diferentes formas clinicas (Wanke e Londero, 1994).

P. brasiliensis Complexo primario

Disseminagdo hematogénica e Imfatlca

c:ca'mzes esrere: i_ntera'; do B 0 LUQAO
parasita-hospedeiro
INVO LUCAO
_ a_ { -. D EN A . . cxcan'xzes estérais

cicatyizes com _}imgos vichagis cicatrizes com ﬁmgos vidveis
@ 4—re-infecgéo endogena re- |nfec;ao endoégena _._—-V.
Tratamenio
morte [' remissio
seqilela +~— —* recaida

cura total aparente

Figura 3. Paracoccidioidomicose: patogénese, evolugdo e formas clinicas.
(adaptacdo de ilustracdo gentilmente cedida pela Dra. Regina Lana B. Costa,
IPEC - FIOCRUZ).

As manifestacdes clinicas variam de acordo com a forma da doenca. Pacientes
com a forma juvenil apresentam adenomegalia, hepatoesplenomegalia e eventual
disfuncdo de medula Ossea, simulando doencas linfoproliferativas, com
comprometimento sistémico agudo, como febre e anorexia. A forma cronica pode ser
leve, moderada ou grave, com lesdes que variam desde uma ulceracdo oral isolada até
o envolvimento pulmonar difuso. Pode ser unifocal, apresentando maultiplas lesdes em
todo o trato respiratorio e manifestacBes clinicas correlatas, ou multifocal, atingindo
mais de um érgdo além dos pulmdes, com sintomas variados e lesées na mucosa oral,
nasal, pele, linfonodos, e em menor escala nas glandulas adrenais e sistema nervoso
central (Franco et al., 1987; Brummer et al., 1993).

A paracoccidioidomicose ocorre com maior freqiéncia no Brasil, Argentina,
Colémbia e Venezuela. Estima-se que haja 10 milhdes de individuos infectados pelo

P. brasiliensis nas areas endémicas atualmente. O Brasil conta com aproximadamente
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85% dos casos relatados e esta situado no centro da area endémica, onde a doenca
ocorre com maior freqliéncia nas regides sudeste, sul e centro-oeste. Por ndo ser de
notificacdo compulsoria, a taxa de prevaléncia no pais € estimada com base em
inquéritos epidemioldgicos, variando de 1 a 3 casos para cada 100.000 habitantes e
incidéncia média de aproximadamente 140 novos casos por ano. Ultimamente vém
ocorrendo casos da doenca de forma mais frequente na Amazonia, principalmente em
areas onde ocorrem modificacdes socio-econdmicas, desmatamento e substituicdo das
atividades tradicionais por agricultura de larga escala. Na figura 4 é mostrada a
distribuicdo geografica da Paracoccidioidomicose, bem como o grau de ocorréncia da
doenca nos paises endémicos (Coimbra et al., 1994; Wanke e Londero, 1998;
Shikanai-Yasuda et al., 2006).

] BAIXA
B MODERADA
B ALTA

35°

L)

Figura 4. Distribuicdo da Paracoccidioidomicose e o grau
de ocorréncia da doenca (Shikanai-Yasuda et al., 2006).
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Assim como a incidéncia, a letalidade da paracoccidioidomicose é avaliada com
base em analise de casuisticas dos servigos médicos. Os dados variam de 4,8 a 22% e a
doenca € a oitava causa de morte entre as doencas infecciosas e parasitarias, com a
mais alta taxa entre as micoses sistémicas (Del Negro, 1974; Valle et al., 1988). Mais
recentemente, em estudo retrospectivo da mortalidade da doenca no Brasil por um
periodo de 16 anos, Coutinho e colaboradores chamaram a atengdo para as regides sul
e centro-oeste, por apresentarem o coeficiente mais alto do pais, com tendéncia ao
crescimento (Coutinho et al., 2002).

A importancia da paracoccidioidomicose em salde publica deve-se aos custos
sociais e econdmicos decorrentes ndo apenas da doenca em atividade, que afeta
individuos em fase produtiva, como também das freqiientes sequelas secundarias a
essa micose, motivo comum de incapacitacdo para o trabalho. A alta incidéncia da
doenca em homens - sdo afetados 14 individuos adultos do sexo masculino para cada
um do sexo feminino se deve ao fato de que o estrogénio inibe a conversdo do fungo
de micélio para levedura (Restrepo et al., 1984; Benard e Franco, 2005).

O esquema terapéutico basico para a paracoccidioidomicose é feito pela
associacdo de sulfametoxazol e trimetoprim. Entretanto, outras drogas fungicidas®
podem ser utilizadas. Algumas questdes tornam a cura da doenca ainda dificil, como
por exemplo, o inicio tardio do tratamento devido a dificuldade no diagnostico, as
recaidas frequientes e a resisténcia as drogas por cepas do P. brasiliensis (Hahn et al.,
2003; Shikanai-Yasuda et al., 2006).

Outros fatores contribuem para a morbidade da doenca, como o elevado grau de
alcoolismo e tabagismo, habitos frequientes dos pacientes (Costa, 2000; dos Santos et
al., 2003). Quadros de desnutricdo também ja foram descritos em pacientes com as
diferentes formas da doenca (Restrepo e Benard, 2004).

A estrutura antigénica do P. brasiliensis & complexa, e diferentes componentes
exocelulares tém sido isolados. Alguns antigenos sdo utilizados em testes
intradérmicos que tém valor prognostico, pois refletem o estado imunoldgico do

paciente e a ocorréncia de infeccdo. No entanto, ndo permitem discriminar a

% Itraconazol, Cetoconazol, Fluconazol e Anfotericina B.
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paracoccidioidomicose, devido a reacdo cruzada com outras micoses (Del Negro et al.,
1991).

A gp43 é uma glicoproteina especifica imunodominante de peso molecular 43
kD, que se liga a laminina da matriz extracelular em tecidos infectados. Trata-se do
antigeno contra o qual a maior parte dos individuos com paracoccidioidomicose
apresenta anticorpos especificos (Gesztezi et al., 1996; Taborda et al., 1998; Souza et
al., 2000). O papel dessa proteina ainda ndo esta determinado com precisdo, mas,
aparentemente, apresenta importancia nos mecanismos de infeccdo e adeséao as células
do hospedeiro. Recentemente a gp43 também foi descrita como um fator envolvido na
evasdo do fungo a resposta imune, modulando a ativacdo de macrofagos infectados. A
gp43 vem sendo utilizada no diagnostico sorologico, em testes cutaneos e na avaliacdo
de resposta imune celular da doengca humana (Hanna et al., 2000; Flavia-Popi et al.,
2002). Em camundongos susceptiveis, testes in vitro com 25 peptidios isolados ap6s
mapeamento da gp43, mostraram que um peptidio denominado P10, elicitou resposta
do tipo Th1, protetora contra a infec¢do fingica (Taborda et al., 1998).

A paracoccidioidomicose depende da interacdo entre o fungo e a resposta imune
do hospedeiro para evoluir para a cura espontanea ou disseminar-se pelo organismo
causando uma doenca granulomatosa crénica. Nos pacientes, 0s niveis de anticorpos
séricos IgA, 1gG e IgE sdo altos e se correlacionam com a gravidade da doenca. Até
hoje ndo foi demonstrado que os anticorpos conferem protecdo contra a doenca
(Biselli, 2001; Mamoni et al., 2002).

As alteraces nos parametros de imunidade celular que ocorrem nos pacientes
com paracoccidioidomicose se correlacionam a heterogeneidade clinica da micose.
Nesse contexto, foi observada uma tendéncia progressiva a piora da resposta imune a
partir da forma crénica unifocal até a forma juvenil. Em lesdes de pacientes com as
formas graves sdo observados poucos e mal formados granulomas repletos de fungos,
enguanto em lesdes de pacientes com manifestacdes menos severas ha indmeros
granulomas epitelidides e presenca de poucos fungos (Franco et al., 1997).

A comparacdo entre individuos com a infec¢do subclinica e pacientes com a

doenga ativa sugere que a presenca do fungo no organismo ndo seja suficiente para
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alterar a imunidade protetora, cujo perfil de diferenciacéo e producéo de mediadores é
Th1. Oliveira e colaboradores analisaram proliferacéo celular e producéo de citocinas
em culturas de células estimuladas com o P. brasiliensis em pacientes com
paracoccidioidomicose e em individuos com a infeccdo, sem sintomatologia da
doenca. Foi demonstrado que, além do teste cutaneo positivo, este altimo grupo
apresentava proliferacdo de linfocitos aumentada em resposta antigeno-especifica. Foi
também observada producdo diminuida de I1L-10 e IL-4 e aumentada de IFN-y, quando
comparados a pacientes com a doenca ativa (Oliveira et al., 2002).

De uma maneira geral, aspectos da imunidade celular em pacientes com a
forma crbnica da paracoccidioidomicose apontam para uma hiporresponsividade
cutdnea e queda na relacdo de linfécitos T CD4/CD8+ nas lesbes. Também foi
demonstrado que linfocitos T de pacientes produzem niveis baixos de IL-2, IL-12 e
IFN-y, associados com producdo aumentada de IL-4 e IL-10 (Benard et al., 2001). Em
outro trabalho, a reatividade cutanea foi restaurada na maioria dos pacientes
previamente ndo-respondedores, apds o tratamento da doenca e a remissdo dos
sintomas. Nesse mesmo grupo ocorreu producdo in vitro de IFN-yem culturas de
células de sangue periférico estimuladas com antigenos do P. brasiliensis (Karhawi et
al., 2000).

A IL-12 produzida no inicio da infeccdo desempenha papel fundamental na
imunidade a paracoccidioidomicose pela ativacdo de linfocitos Thl. Romano e
colaboradores demonstraram que a adicdo de IL-12 em culturas de células
mononucleares de pacientes aumentava a producdo de IFN-y, e quando adicionadas em
culturas junto com anti-IL-10, aumentava também a resposta proliferativa frente a
antigenos do fungo (Romano et al., 2002). Em modelo experimental murino de
infeccdo por P. brasiliensis, o efeito protetor da I1L-12 esté associado a diminui¢do dos
niveis de IL-4 e IL-10 (Calich e Kashino, 1998).

Em conjunto com outros resultados, tem sido proposto que nas manifestacoes
agudas e graves da doenga, como na forma juvenil, ocorra falha na contencéo do fungo
ainda no inicio do processo infeccioso, devido a uma modulacdo negativa das

respostas do tipo Thl, concomitante com producdo aumentada de citocinas anti-
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inflamatdrias. A eosinofilia observada nesses casos é relacionada com alta producéo de
IL-5 (Oliveira et al., 2002).

Na forma crénica unifocal e menos grave da doenca, a infeccdo inicial parece
ser mais controlada como conseqiiéncia de um equilibrio na resposta do tipo Th2, com
producdo diminuida de IL-4. Apoptose de linfécitos T antigeno-especificos
demonstrada nessa forma da doenca, também pode contribuir para a diminuicdo da
resposta imune (Cacere et al.,, 2002). Com relacdo a atividade microbicida de
macrofagos humanos infectados in vitro com P. brasiliensis, foi demonstrada a
necessidade de sinergismo entre TNF-a e IFN-y para que tal evento ocorresse. Porém,
a adicéo de gp43 nas culturas provocou a inibi¢do da producdo de TNF-a (Anjos et al.,
2002).

Um trabalho recente investigou a expresséo de mMRNA de citocinas e
quimiocinas em células mononucleares de sangue periférico de pacientes com as
diferentes formas clinicas de paracoccidioidomicose. RT-PCR foi realizado com
células ndo estimuladas e estimuladas com fitohemaglutinina (PHA), em diferentes
periodos, variando de 3 a 48h de incubacdo. Individuos com infeccdo sub-clinica sem
sintomatologia da doenca apresentaram niveis precoces e altos de IFN-y, TNF-a, e das
quimiocinas CXCL-9 e CXCL-10 quando comparados com pacientes com a forma
juvenil. Em comparacao aos pacientes com a forma crdnica do adulto, individuos com
infeccdo sub-clinica apresentaram niveis similares de CXCL-10 e IFN-y, além de
niveis mais elevados de CXCL-9. Citocinas com perfil Th2 estavam mais altas nos
dois grupos de pacientes quando comparadas aos individuos assintomaticos (Mamoni e
Blota, 2005).

A evolucédo da infeccdo pelo P. brasiliensis para a paracoccidioidomicose, em
sua forma crénica do adulto, ocorre apenas em pequena parte dos individuos expostos.
Em nossa investigacdo abordamos inicialmente co-morbidades que poderiam estar
associadas a defeitos de imunidade celular com potencial para facilitar a ocorréncia de
paracoccidioidomicose, especialmente por afetar a resposta imune celular. Trés dessas
condicbes foram observadas na populacdo de pacientes investigada: tabagismo,

alcoolismo e desnutri¢do protéico-calorica. Como esses fatores comprometem a funcao
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de APCs, investigamos a ativacdo de linfocitos T por estimulos policlonais e gp43,
uma proteina do P. brasiliensis. Nossos resultados mostraram um defeito funcional de
linfocitos T em resposta a estimulo policlonal (Con-A), que ndo ocorria em ativagdo
com PMA+ION. Esses dados evidenciam falha nédo-antigeno-especifica, compativel
com anergia. Uma segunda avaliacdo dos niveis de IL-2/TCGF e proliferacdo em
resposta a Con-A pls-tratamento mostrou que o estado anérgico da célula era

dependente da presenca do patdgeno, sendo reversivel com tratamento.
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OBJETIVO GERAL

Investigar parametros relacionados a hiporresponsividade imunoldgica,

bem como a sua reversao, em pacientes com hanseniase e paracoccidioidomicose.

Correlacionar a emergéncia de respostas imuno-inflamatérias in vivo e in vitro as

alteracdes no status clinico desses individuos e a resposta ao tratamento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
ESTUDO 1

1.

Investigar a natureza da resposta imune-inflamatoria em lesdo de pele de
pacientes com a forma hiporresponsiva da hanseniase apresentando um raro
episodio reacional com severo comprometimento sistémico.

Determinar as alteracdes nas frequiéncias relativas de subpopulacées leucitarias,
e citocinas pro-inflamatorias, no momento do diagnostico e apds a regressao
dos sinais e sintomas clinicos do quadro reacional.

Analisar as alteraces nos parametros de resposta imune M. leprae-especifica
no sangue desses pacientes antes e apds a terapéutica anti-inflamatéria com
talidomida.

ESTUDO 2

1.

2.

3.

Investigar a presenca de condigdes clinicas associadas a defeitos de imunidade
celular em pacientes com paracoccidioidomicose.

Analisar a presenca de alteracdes em freqiéncias de subpopulagcbes
leucdcitarias e nas proporcdes de linfocitos T produtores de IFN-y e IL-4 antes
e apds tratamento da doenca.

Avaliar o perfil de producéo de citocinas pro- e anti-inflamatdrias em cultura de
células mononucleares sanguineas de pacientes antes e apds o tratamento
estimuladas com gp43 e mitégenos.

Investigar a presenca de alteragbes funcionais ndo-patdgeno-especificas de
linfécitos T e sua reversibilidade apds terapéutica especifica em pacientes com
paracoccidioidomicose.
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ESTUDO 1.

Clinical, immunological and histological aspects of na uncommon type |1

reaction in patients with lepromatous leprosy.

Clinical and Experimental Dermatology, 2007
doi: 10.1111/j.1365-2230.2007.02654.x
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Clinical, immunological and histological aspects of an uncommon
type II reaction in patients with lepromatous leprosy

D. Esquenazi,*t A. L. Moreira, ¥ A. Miranda,*t J. A. C. Nery,* F. F. Alvarenga,t E. N. Sarno* and
G. M. B. Pereira*t

*Department of Mycobacterioses, Oswaldo Cruz Institute, Rio de Janeiro, Brazil;, tDepartment of Pathology and Laboratories, State University of Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, Brazil; and *Department of Pathology, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New York, NY, USA

Summary This study reports three cases of an unusual leprotic reaction characterized by
superficial bullous ulcerative cutaneous lesions associated with high fever, malaise and
oedema in patients with leprosy. Two patients responded to thalidomide treatment,
with regression of the symptoms and skin ulcers. The third patient responded to
thalidomide plus prednisone. Analysis of the ulcerated skin lesions showed dermal
oedema with mononuclear cell infiltrate enriched for yé-positive T lymphocytes and an
increased number of Mycobaterium leprae bacilli within capillary endothelium. In
contrast, Y0+ cells were decreased in or absent from the blood. Tumour necrosis
factor-o and interleukin-6 were raised in the serum of the patients at the onset of the
reaction. After the episode, cytokine levels and the percentage of y3+ cells in the blood
returned to normal. These cases characterize an uncommon leprotic reaction with
clinical similarities to type II reaction and may indicate a significant role for yo+ T cells

in its pathogenesis.

In our study population, about 40% of leprosy patients
develop acute reactions that are reactivations of the
cellular immune response linked to the production of
several inflammatory cytokines. Such events are asso-
ciated with tissue and nerve damage and are responsible
for deformities caused by the disease, adding to the
stigma associated with it.!'? The classic type II reaction,
erythema nodosum leprosum (ENL), verified in approx-
imately 55% of these patients, occurs in patients with
multibacillary disease and is characterized by the
appearance of new erythematous nodules, often associ-
ated with fever, malaise and neuritis. In severe type II
reactions, lesional polymorphism is verified by nodules,
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bullae and/or pustules that can ulcerate (necrotizing
ENL).’

Report

We report three cases of lepromatous leprosy with an
unusual leprotic reaction that shares some characteris-
tics with type II reaction. All patients had systemic
symptoms, such as high fever, oedema of the limbs and
face, regional lymphadenopathy, and erythematous
skin lesions that, in contrast to classic or necrotizing
ENL, formed superficial plaques, bullae and ulcers. The
lesions had well-defined raised borders; some were dry
and others had serous secretion. Most of the lesions
were new, not involving a previous leprosy lesion, and
were present on both the lower and upper limbs. One of
our patients also had an ulcerated plaque in the nose.
The lesions were of variable size, the largest measuring
50 mm. No typical ENL or necrotizing ENL lesions were
present in any of the patients. The lesions regressed in a
few days after treatment with thalidomide or thalido-
mide plus prednisone (Table 1).

Journal compilation © 2008 Blackwell Publishing Ltd e Clinical and Experimental Dermatology 1



Uncommon type II reaction in patients with LL e D. Esquenazi et

Table 1 Clinical findings of patients with reaction

al.

Day 0 Day 7
Age Probable Duration
(years)/  onset of MDT Axillary Clinical signs Axillary Clinical signs Treatment of
Patient gender  of disease  BI*  until reaction temp (°C) and symptoms temp (°C)  and symptoms reaction
1 73/M 6 months 2.5 8 days 40 Ulcerated skin 36.5 Regression of Dipirone,
lesions, oedema, lesions, thalidomide
malaise, anorexia no oedema (300 mg/day)
2 61/M 6 years 2.6 13 months 39 Ulcerated skin lesions, 36.4 Partial regression  Paracetamol,
oedema, malaise, of lesions, prednisone
anorexia no oedema (50 mg/day),
thalidomide
(300 mg/day)
3 67/M 1 year 2.0 Not treated 38.7 Violaceous and 36.5 Regression Paracetamol,
ulcerated skin lesions, of lesions, thalidomide
oedema, malaise no oedema (300 mg/day)

*Bacteriological Index; multidrug therapy.

Skin biopsies taken at the time of diagnosis showed
intense and diffuse superficial dermal oedema, passive
congestion of blood vessels with focal haemorrhage, and
sparse inflammatory infiltration of mononuclear and
polymorphonuclear cells. In contrast to ENL, there was
no panniculitis of the subcutaneous tissue. There was a
high load of Mycobaterium leprae bacilli in the capillary
endothelium of the skin.

Immunohistological studies of the skin biopsies
showed an inflammatory infiltrate composed predomin-
antly of CD4+ T cells within the dermis and expression
of human leucocyte antigen DR by overlying keratino-
cytes. In addition, the inflammatory infiltrate was
strongly positive for tumour necrosis factor (TNF)-o.
Incubation of sera with antihuman immunoglobulins
and anticomplement fractions showed no immune
complex deposition. Similar findings have been seen
with ENL lesions.*> However, in contrast to classic ENL,
there was an increased number of y6+ T cells in the
dermis of these patients (Fig. 1).

Levels of TNF-a and interleukin-6, associated with
acute-phase reaction and tissue damage, were found in
sera collected 0-7 days after the diagnosis of the
reaction, a routine test for all patients undergoing
leprotic reaction in our institution. Similar to ENL, the
levels of these cytokines were higher in patients after the
onset of the reaction than in nonreactional leprosy
patients. A marked reduction in levels of both cytokines
was observed after the first day of treatment. The levels
continued to fall over the following week (Fig. 2).

Flow-cytometry analysis of peripheral blood leuco-
cytes in all three patients at day O of the reactional
episode showed the expected frequency of CD4+ T

Figure 1 Clinical and microscopic features of cutaneous lesions at
the onset of reactional episode. (a) Macroscopic aspect of the skin
in upper arm showing oedema and ulcerated necrotic lesions.

(b) Histopathological examination of the border of a necrotic area
disclosed an intense and diffuse oedema of the superficial dermis,
and destruction of small blood vessels with punctual haemor-
rhages (haematoxylin and eosin; original magnification x 40).

(c) Dermal blood vessel with acid-fast bacilli (inset) grouped within
the wall (haematoxylin and eosin and Wade; original magnifica-
tion x 1000). (d) Several Yo+ T cells can be seen in the dermis
(immunoperoxidase staining x 10).

© 2008 The Author(s)
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Figure 2 Patients with reactional leprosy have raised tumour
necrosis factor (TNF)-o and interleukin (IL)-6 serum levels. (a) IL-6
and (b) TNF-a levels were measured in sera obtained from
venous blood collected from two patients (patients 2 and 3; no
data were obtained for patient 1) at O, 1, 3 and 7 days after
diagnosis of the reaction. The cytokine levels were determined by
ELISA and the horizontal lines show the cut-off of each cytokine,
determined by mean values in five healthy individuals. Both
cytokines have been previously shown to be raised in the serum of
patients with reactional leprosy.

lymphocytes and a relative reduction for CD8+ T cells
and CD14+ monocytes, as seen in other inflammatory
processes. Interestingly, there were no yd+ T cells
detectable in the blood of the patients at day O, but
levels had returned to normal by day 7 of treatment
(Fig. 3). We did not find this fluctuation of y6+ T cells in
the peripheral blood in other patients presenting classic
type II reaction (data not shown).

Follow-up information was available for one patient,
who continued his treatment in the Leprosy Outpatient
Unit, at the Oswaldo Cruz Foundation. During the course
of his therapy, this patient experienced episodes of classic
ENL during the 21st and 24th months of the specific
multidrug leprosy therapy, which were controlled with
thalidomide. The patient was followed up for 6 years,
and has had no other complication.

We treat approximately 700 leprosy patients/year,
with 150 newly diagnosed cases/year, and during
>15 years of follow-up, only the 3 patients described
here have presented this unusual reaction. Our data
indicate a rare and unusual leprotic reaction that shares
many characteristics with type II reaction, but in
contrast to classic or necrotizing ENL, these patients

© 2008 The Author(s)

Uncommon type II reaction in patients with LL e D. Esquenazi et al.

(a) 8- Pat 1 Pat 2 Pat3
7 _
2%
= 5
% 4
- 3]
+
2 2
y i
0 e |
0 1 7 0o 1 7 0o 1 7
Days
(b)
30 Pat 1 Pat 2 Pat3
25 4 ]
- 20
X
n 15
H
+ 104
a
(3] 5-—‘
0 ] -
0o 1 7 0o 1 7 0o 1 7
Days
(c)
30 Pat1 Pat2 Pat 3

CD14+ cells (%)
O O I
o (4] [=] (4] o [44]

= _ [

0 1 7 o 1 7 0o 1 7
Days

Figure 3 Selective reduction in the frequencies of blood leucocytes
subsets of reactional patients. Peripheral blood leucocytes col-
lected at days O, 1 and 7 after diagnosis of reaction were stained
with monoclonal antibody specific for (a) y5+, (b) CD8+ and

(c) CD14+ cells, and analysed by flow cytometry. The relative
frequencies of positive cells of each subset of all patients are shown.

presented superficial ulceration with characteristic histo-
pathological and immunological features.

The presentation of superficial necrotizing lesions in
leprosy brings Lucio’s phenomenon (LP) into the
differential diagnosis. LP appears to be restricted to
patients with diffuse non-nodular leprosy, a type of
leprosy seen predominantly in Mexico. Care should be
taken to differentiate between these two entities, as LP
lacks many of the clinical and histopathological char-
acteristics described in our patients.®” The skin lesions
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in our patients are superficial ulcerating lesions, with a
high load of bacilli within capillaries and superficial
congestion of blood vessels, similar to LP; however, in
LP, the ulceration is infarct-like, possibly due to vascu-
litis.” In addition, patients with LP have no systemic
symptoms, unless there is a superimposed bacterial skin
infection. Our cases differ from LP in the clinical
presentation (fever, malaise and oedema), which are
similar to type II reactions. The fact that our patients
responded to thalidomide with or without prednisone
with improvement of clinical symptoms and healing of
the lesions without antibiotic administration leads us to
conclude that no secondary infection was responsible
for these symptoms. In addition, the response to
thalidomide supports a type II-like reaction, as the drug
is not effective in LP.

In spite of the small number of cases studied, our
patients shared the same immunological profile; all of
them had increased numbers of yd+ T cells in the
skin lesions. These cells were not present in the
peripheral blood at the onset of the reaction. y6+ T
cells have been showed to be specifically responsive to
mycobacterial antigens and large numbers of these
cells migrate to the site of lepromin injection in
patients with tuberculoid leprosy.® TNF-a appears to
be the main mediator of yd6+ cells and is also
responsible for the downregulation of the inflamma-
tory process.g'10

In conclusion, the experimental and histological
findings seem to suggest that yo+ T lymphocytes and
TNF-a play important roles in the immunopathology of
these rare type II reactions.
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ANEXO |

Por tratar-se de um “Concise Report” limitado a apenas trés figuras, 0s
resultados abaixo ndo foram mostrados no Estudo 1, porém, devido a sua relevancia,

decidimos inclui-los nessa tese.

Emergéncia de resposta antigeno-especifica ndo associada a producéo de IFN-y in
vitro.

Ao analisarmos as células mononucleares de sangue periférico (CMS) de dois
pacientes com uma forma incomum de ENL frente ao M. leprae ou a PHA, observamos que
houve mudanca no padrdo de resposta antigeno-especifica de ndo respondedor para
respondedor no decorrer do processo reacional. Porém, em nenhum momento foi detectada
producédo de IFN-y quando as CMS desses individuos foram estimuladas em cultura com o M.

leprae, ao contrario do que ocorreu quando o estimulo foi PPD.
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8000+ 8000+
6000 [ 6000
g_ e
S 40001 S 4000
< <
2000+ P 2000+
0 — o—j .
0 1 7 30 0 1 7 30
Pat 2 Pat 3
c D I V.leprae
120+ ] 120+ [JprpPD
100 100+ ]
E 80 g 80
= 60+ 2 60+
> e
. 40 I pd
— 201 204
oA | e | 04 | e | 0 eew |
0 7 30 0 7 30
Pat 2 Pat 3

Figura. Resposta proliferativa ao M.leprae em dois pacientes com ENL incomum ndo foi
acompanhada de producéo de IFN-y. Nos graficos estdo expressos em A com os resultados obtidos
através de ensaio de incorporacdo de 3[H]TdR nas culturas de CMS cultivadas por 5 dias em presenca
de 25 ug/ml de M.leprae nos diferentes dias em que o sangue periférico dos pacientes foi coletado e os
experimentos realizados (A e B). Valores > 1000 A com foram considerados positivos. Os erros-
padréo omitidos foram sempre menores que 20%. Todas as culturas estimuladas com PHA (20 pg/ml)
por 72 horas foram positivas (dados ndo mostrados). O sobrenadante de cultura de CMS estimuladas
com 25 ug/ml de M. leprae ou PPD por 5 dias foi analisado por radio-imuno ensaio (RIA). Os
resultados obtidos estdo expressos em U/ml e valores acima de 40 U/ml sdo considerados positivos (C
e D).
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ESTUDO 2.

Immune hyporesponsiveness in the chronic form of

paracoccidioidomycosis and its reversal following treatment.
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ABSTRACT
Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis prevaent in the areas of Latin

Americawhere Paracoccidioides brasiliensis (Pb) is present. Only asmall proportion of
the individuals exposed to Pb develop disease. Functional impairment of T cells hasthe
potential to increase susceptibility to this mycosis, but can aso represent adaptative and
reversible change in the course of the disease. In order to address this problem, we
performed an evaluation of the in vitro response to polyclona and antigenic stimuli in
patients with the adult chronic form of paracoccidioidomyosis (PCM-A; n=20, male, 35-57
years old) before and after treatment with itraconazole. All the patients were smokers.
Protein-energy malnutrition (60%), strongyloidiasis (50%) and moderate to heavy use of
alcohol (90%) were aso observed in the PCM-A patients. Low to absent IL-2 bioactivity
was observed prior to treatment, in response to Concanavalin-A (Con-A) but not to
PMA+lonomycin. Following treatment there was reversal of the unresponsivenessto Con-
A, and datasuggestive of increasein the IFN- y /IL-4 producing T cell ratio in blood
leukocytes. Pb-specific IFN-y levels were seen only in treated patients. Smoking,
alcoholism and malnutrition are frequently observed in PCM-A patients. These conditions
may have contributed to the impairment of T cell function detected before treatment, and
perhaps to the evolution of the infection to active disease. Taken together our observations
suggest that at least some aspects of the T cell hyporesponsiveness seenin PCM are
secondary to the disease onset, non-antigen-specific and reversible by treatment of this

chronic mycosis.
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INTRODUCTION

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis, endemic in Latin
America, caused by Paracoccidioides brasiliensis (Pb). The infection occurs by the
inhalation of Pb spores, usually during the first two decades of life. Positive skin testsin
response to a Pb antigenic preparation (PbAg) wereinitially observed in PCM patients and
asymptomatic individuals from Colombia[1]. Brazil accounts for 80% of the cases
reported worldwide [2, 3]. It is estimated that throughout the endemic region as many as
ten million individuals could be the infected by Pb, but only 2% of them will develop the
disseminated forms of the disease [4, 5]. Thislow frequency of clinical disease following
infection is also observed with other mycoses [6].

The magjority of patients with adult chronic form of paracoccidioidomycosis
(PCM-A) are male, 30 to 50 years old, active or retired farm workers[3]. The spectrum of
PCM clinical forms a so includes the subacute or juvenile form (PCM-J).

The clinical manifestations vary from oligosymptomatic to severe and
disseminated disease. Patients with the PCM-A present mainly mucosal and lung
involvement, while PCM-J patients devel op a severe disseminated disease, with diffuse
lymph node enlargement and hepatosplenomegaly. Treatment of PCM includes long
courses of itraconazole or sulfamethoxazol e/trimetoprim for outpatients, while
amphothericin B is used for severe cases under inpatient care[7].

Musatti and cols. evaluated cellular immunity parametersin Brazilian PCM
patients. The skin tests (PbAg, 2,4-dinitrochlorobenzene; DNCB) detected impaired
responses to the stimuli in amost half of the PCM patients (n=19). Thein vitro responses
(PbAg, phytohemagglutinin, and Candida albicans) were comparable. Relative
frequencies of T cells were reduced in the patients [8]. In a group of Colombian PCM

patients, defective skin test responses to DNCB and Candida albicans were observed. The
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presence of Pb-specific antibodies was associated to in vitro unresponsivenessto PbAgin a
T cell proliferation assay, and absence of Pb-specific antibodies to good proliferation in
response to PbAg. A progressive impairment of the cellular immunity parameters was
observed during the evolution of the disease. The skin test and in vitro responses to PbAg
and PPD in clinically cured patients suggested that reduced responsiveness to PbAg and
other antigensin PCM patients was reversible with treatment. A preliminary longitudinal
investigation with 6 PCM patients supported this conclusion [9]. The negative DNCB skin
tests suggest a defective priming of T cellsin the group of patients [10]. The reduced
responses to PHA, PPD and Candida albicans indicate that the changes in immunity seen
in PCM may affect the immune response to other antigens and pathogens.

The pathogenesis of fungal diseasesis usually connected to therapeutic
immunosuppression, innate or acquired immunodeficiencies such as AIDS [6]. However,
other conditions associated to defective cellular immunity or deviation of immune response
toaT helper type 2 (Th2) pattern could compromisethe T helper type 1 (Thl) pattern of
response linked to protection, and also trigger the onset of clinical manifestations of PCM
[11]. Alcoholism and malnutrition are commonly observed in PCM patients [12]. These
health problems can affect antigen-presenting cells and priming of T cells[13, 14]. And
alcoholism increases the probability of strongyloidiasis detection, adding one more
condition that can be related to the changes in cellular immune response seen in PCM [15-
17].

Substantial levels of IFN-y, interleukin (IL)-2 and low levels of IL-10 were
observed in asymptomatic, infected individuals, reflecting an effective immune response
against Pb [18]. By contrast, low levels of 1L-2 and IFN-y and substantial amounts of IL-
10, tumor necrosis factor (TNF)-a, and transforming growth factor (TGF-p) were

described in PCM-A patients[19-21]. Anincreasein IFN-y levelsin responseto PHA and
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Pb antigens was observed in paracoccidioidomycosis patients following clinical remission
[22]. A pathogen-specific Thl immunosuppression was also proposed as a defect present
in PCM, possibly by inhibition of the IL-12 pathway. This defect was partialy reversed in
treated individuals, or, in vitro, by adding a neutralizing anti-1L-10 monoclonal antibody to
the cultures of PBL (peripheral blood leukocytes) from PCM patients [23].

In order to evaluate possible changes in T-lymphocyte responsiveness present
in PCM-A and their reversibility after treatment, we have done a prospective investigation
in PCM-A patients. The group of patients was submitted to evaluation of T-lymphocytein
vitro response to polyclonal stimuli and antigens at the onset of treatment and after its
completion. The relative frequencies of PBL subsets and the ratios of IFN-y/IL4-producing
T cellswere also analyzed at the same time points.

In thiswork we have found a defective in vitro activation of T lymphocytes
in PCM-A patients and the reversal of this defective activation after itraconazole treatment.
Reduced IL-2/TCGF levels and proliferation were seen in response to Con-A, but not to
PMA+ION. This observation suggests that the defectsin T cell function seen in PCM-A
are not pathogen-specific and may be related to T-cell tolerance or anergy, requiring the

presence of Pb in the organism.
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MATERIALSAND METHODS

Sudy population. Twenty male patients, 35-57 years old, with the adult chronic form of
PCM (PCM-A) were evaluated. Diagnosis was made by the detection of Pb in direct
examination and/or culture of clinical specimen [7]. All patients were submitted to
treatment (200 mg/ day, Itraconazole, Jansen Pharm., NY, USA) at the Evandro Chagas
Research Institute of the Oswaldo Cruz Foundation, State of Rio de Janeiro, Brazil.
Strongyloidiasis was investigated by using the Baermann-M oraes method as previously
described [17]. Smoking habit was defined as moderate or heavy. The categories for
alcohol intake were: light, for weekly, and moderate for daily ingestion of low alcohol
concentration beverages; heavy, daily made use of distilled beverages. M oderate smokers
used less, and heavy smokers more than 20 cigarette packages/year. Protein-energy

mal nutrition was defined as loss of more than 10 % of habitual weight and body mass
index lower than 20 Kg/m?. Ten healthy volunteers (male, 35-41 years old) were included
as endemic area healthy controls for PCM, and their cellular immunity parameters were
evaluated in parallel with the PCM-A patients.

Antigens and mitogens. P brasiliensis-derived glycoprotein gp43 (kindly provided by
Dr. Luiz R. Travassos, S0 Paulo Medicine School, UNIFESP, SP, Brazil) and Purified
Protein Derivative (PPD; Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark) were used
at 20ug/ml. Staphylococcal Enterotoxin B (SEB; Sigma Chemical Co., MO, USA)
was used at 1pg/ml. Concanavalin-A (Con-A; Sigma) was used at 10ug/ml. Phorbol
Myristate Acetate (PMA; Sigma) plus lonomycin (ION; Sigma) were used at

10ng/ml and 1pg/ml respectively.

Lymphocyte proliferation assay. Peripheral blood leukocytes (PBLs) were isolated

from heparinized venous blood by Ficoll-Hypaque density gradient (Amersham
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Biosciences, Uppsala, Sweden). PBLs were incubated in RPM1 1640 (GIBCO
Laboratories, NY, USA) supplemented with 10% pooled AB normal human serum,
100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 2mM L-glutamine and 5 x 10° M 2-
Mercaptoetanol (all from GIBCO), named complete medium. Results were
expressed as mean counts per minute obtained from stimulated and unstimulated

cells.

Quantification of cytokine levels. PBLs were incubated at 37°C in complete medium
(0.2 ml/well, 10° cells/ml, 96-well microplates; Corning, USA). The cells were
stimulated with mitogens (3 days) and antigens (5 days) cultures, and the supernatants

were harvested and stored at — 70°C for the determination of the levels of cytokines.

CBA cytokine assay. In order to quantify the levels of Thl (IL-2, IFN-y, TNF-o) and Th2-
cytokines (IL-4, IL-5, IL-10), PBL supernatants of policlonaly (Con-A, SEB and
PMA+ION) and antigen-stimulated (gp43 and PPD) cultures were analyzed by flow
cytometry, with the Cytometric Bead Array Kit and the BD CBA Analysis software

(Becton Dickinson, CA, USA).

IL-2/TCGF bioassay. IL-2/TCGF bioactivity was evaluated by culturing CTLL-2 cells
(5x10°*/well; ATCC, MD, USA) in the presence of the 18-hour supernatants of Con-
A- or PMA+lon-stimulated PBLSs, and detecting the IL-2 bioactivity by

quantification of CTLL-2 proliferation, as previously described [24].

Flow cytometry. For phenotypic characterization freshly obtained PBLs were resuspended
in cytometry buffer and directly labeled with monoclonal antibodies (anti-CD3 FITC, anti-
CD4 Cy, anti-CD8 Cy, anti-CD14 PE, anti-CD16 FITC, anti-CD19 PE; BD-Biosciences,

San Jose, CA, USA). After fixation the cells were analyzed in a4-color flow cytometer
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FACSCalibur (BD-Biosciences). The assessment of the frequencies of IL-4- and IFN-y-
producing T cellswas done in 6-hour cultures stimulated with Con-A or PMA+ION.
Intracellular detection of the cytokines was performed as previously described [25],
and the cells were analyzed in a FACSCalibur cytometer, using the CellQuest Pro

v4.0.2 software (BD-Biosciences).

Satistical analysis. Significance of the difference between values was evaluated by
the ANOVA and Student’ s t-test. Results were considered significant when p <

0.05.

Ethics. This study was approved by the Ethics Committee of the Oswaldo Cruz
Foundation. The patients and controls were included in the study only after their
informed consent. The Brazilian and institutional guidelines for experiments involving

human subjects were followed.
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RESULTS

Clinical profile of the studied patients

All the patients were diagnosed with PCM-A, by using standard clinical, radiological and
laboratorial parameters [7]. At the moment of the diagnosis of PCM-A, and before
treatment, 50% of patients presented intestinal strongyloidiasis, al the patients were
chronic smokers, 90% were moderate to heavy consumers of alcohol and 60% presented
some degree of protein-energy malnutrition (Table 1). When patients positive and negative
for strongyloidiasis were compared, no differences were observed in cytokine levels,
relative frequencies of PBL subsets or the other functional parameters investigated in this

work (Data not shown).

Relative frequencies of T-lymphocytes and other leukocyte subsetsin PCM patients and

healthy volunteers were comparable

Reduced relative frequencies of T-lymphocytes were observed in previous works on PCM
[8, 9]. In order to evaluate if changes in the frequencies of T-lymphocytes or other
leukocytes could be a cause for functional changesin the PCM patients, the phenotypic
analysis of periphera blood leukocytes (PBLS) was performed before and after the
treatment. No differences were observed in the leukocyte subsets when the frequencies of
PBLs expressing CD3, CD4, CD8, CD14, CD16 and CD19 were analyzed in patients
before and after the treatment, or when the patients were compared to healthy volunteers

(Figure 1).
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The relative proportion of | FN-- over | L-4-producingT-lymphocytes increases after
PCM-A treatment

The assessment of the frequencies of IFN-y— or IL-4-producing T lymphocytes was done
in PBLs of 17 patients, after short-term stimulation with PMA+ION. The results have
shown an increase in the relative proportion of T lymphocytes which produce IFN-y, in
comparison with those producing IL-4, when values before and after the treatment were
compared. The IFN-y/IL-4 ratio was 6.4 + 4.8% for untreated patients, and 17.1 + 12%in
treated patients (Figure 2). The IFN-y/IL-4 ratio for the healthy controls (n=10) was 15.2 +

3.2% (data not shown).

IL-2/TCGF bioactivity and proliferative response increase in Con-A stimulated PBLs of
PCM-A patients and reaches levels comparable to the healthy control group

The PBLs of the patients and healthy controls were stimulated in vitro with Con-A and
PMA+ION for evaluation of the functional activation of T cells. The IL-2/TCGF
bioactivity was markedly reduced in the Con-A-activated cells of untreated patients (UN).
However, the response to PMA+ION was not affected in the same patients. The
proliferative responses of the PBLs presented the same functional pattern, low or even
absent in response to Con-A, but in parallel with IL-2 bioactivity, proliferation following
PMA+ION was preserved. After treatment the T cell defective responsiveness was
reversed, in terms of proliferation and IL-2/TCGF bioactivity in response to Con-A (Figure

3).
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Reduced Th-1 and Th-2 cytokine levels were seen in PCM-A in response to Con-A and
PB antigen, but not to PMA+ION

Four patients (two untreated, UN; and two post-treatment, TR) were submitted to
simultaneous analysis for Thl- and Th2-cytokines, for determination of the cytokine levels
in culture supernatants. Reduced levels of cytokines were seen in the cultures of the
untreated patients, for gp43 and Con-A. The results show an inhibition of the production of
Thl- (IL-2, IFN-y) and Th2-cytokines (IL-4, IL-5; Table 2). IL-10 levelswere similar in

untreated and post-treatment patients.
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DISCUSSION

Theinfection by P. brasiliensis (Pb) and the evolution of thisinfection to the
chronic form of PCM are limited by severa preconditions. The infectious agent, and as a
consequence the disease, are present only in Latin America. There is no evidence of person
to person transmission, but only infection as a consequence of exposition to environmental
Pb. The differentiation of Pb to itsinfectious form does not occur in the presence of female
hormones, almost limiting PCM-A to maleindividuals [12]. The vast majority of the
exposed individuals do not evolveto clinical disease.

There are aspects linked to the pathogen and to the host which can affect the
evolution of Pb infection to disease. Three different phylogenetic species of Pb presenting
differences in virulence and expression of antigenic proteins have been characterized and
two of them can be distinguished by microsatellite analysis. [26]. Very frequently patients
presenting PCM are heavy smokers, alcoholic and undernourished (Table 1). These three
conditions precede clinical disease, and are associated to systemic aswell aslocalized
defects of immune function [15, 27-30].

Interestingly enough, smoking and al cohol consumption compromise functions of
the alveolar macrophages and dendritic cells, affecting the level of expression of toll-like
receptors (TLR) molecules and their function. The effect is selective for some TLR (TLR-
2, TLR-4). In consequence, the expression of the genes and release of inflammatory
cytokinesisreduced (IL-6, IL-12, TNF-a), but the anti-inflammatory cytokines IL-10 and
IL-1 receptor antagonist are not affected. The functional changes induced by smoking were
restricted to the respiratory system. The simultaneous eval uation of alveolar macrophages
and blood monocytes did not detect differences between smokers and non-smokers in the

blood [31]. The targeting of the respiratory system by smoking and alcoholism may be an
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important element in the pathogenesis of PCM. The relatively frequent association of
pulmonary tuberculosis and PCM-A may be a consequence of these immunocompromising
conditions [32].

Dendritic cells (DC) are afundamental link between innate and acquired immunity.
Different TLR are triggered according to the nature of the pathogen interacting with aDC,
and, as consequence, different groups of genes are expressed in the DC, leading to a
pathogen-specific DC functional profile [33]. DCs are initially immature cells negative or
with reduced expression of MHC and costimulatory molecules. The contact of immature
DCs with pathogens induces maturation of these cells, a necessary step for surface
expression of the molecules required for antigen presentation and production of cytokines
such asIL-6, IL-12, IL-1p [34]. Antigen presentation by immature DCs failsto deliver
strong activation signals, or the cytokines required for T cell differentiation, and induces
tolerance or anergy instead of immunity. In the course of some systemic mycoses,
molecules derived from the pathogen can regul ate the host response, inhibiting IL-12
production by dendritic cells, an important requirement for the induction of the Th-1
pattern of differentiation for T cells[6], and control of the fungal infection.

The maturation of murine bone marrow-derived CDs induced by LPS isinhibited
by Pb or gp43, a Pb protein present in large amounts during PCM. Thisinhibition affects
MHC and B7 expression [35]. If it happens in vivo, during human infections, priming of T
cells and their programming for differentiation can be compromised. It is conceivable that
theresulting T cell anergy or tolerance will be more pronounced as the fungal load and
time of exposure of the immune system to the fungus increase. And the removal of Pb by
treatment would be expected to reversethe T cell hyporesponsiveness observed in the
untreated individuals. Anergy or tolerance can provide the functional profile observed in

our untreated patients, with unresponsiveness to antigen and ConA, but proliferative
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response and IL2/TCGF production in cultures stimulated with PMA+ION [36]. The
effects of Pb and gp43 on T cell stimulation by DCs could be initialy restricted to the
response to Pb, but DCs with immature phenotype would also tolerize T cells specific for
other antigens.

These defects of immune response defects may affect effector function and
facilitate the evolution of latent infections to disease. The very low incidence of PCM
suggests that besides smoking, malnutrition, alcoholism and some genetic profiles could be
associated to the pathogenesis of PCM-A.

A murine experimental model for PCM reproduces several basic aspects of the
human disease. There are susceptible and resistant mouse strains, supporting the
hypothesis of a genetic component in the pathogenesis of the disease [37]. The disease can
be induced by intratracheal inoculation, reproducing basic aspects of the human disease
such as Thl pattern of response and low antibody levelsin resistant mice, and the opposite
situation in the susceptible mice [38]. The cutaneous anergy seen in the human disease can
also be observed in the murine model for paracoccidiodomycosis. Interestingly enough, a
previous subcutaneous infection with Pb protects the susceptible B10.A mouse strain, and
reverses the cutaneous anergy. The protected mouse is able to mount an immune response
against Pb that includes production of IFN-y and IL-12 [39].

A recent review of the concept of primary immunodeficiency suggests that
genotypes causing immunodeficiency are more common in humans than previously
assumed [40].

Taken together these observations allow the following model for the pathogenesis
of PCM: the combination of genetic background, alcoholism, smoking and malnutrition

induces an immune deficiency, more pronounced in the respiratory system because of the
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targeting of this areain smokers. Genetic variations of the pathogen are also an element to
be taken into consideration [26].

Thereversal of the T cell functional impairment seen with treatment suggests, as
previously pointed, that the T cell function impairment observed in our patientsis at |east
partially secondary to the disease onset, and may represent an adaptation of the host to the
persistent inflammatory stimulation by this infectious agent, and/or the inhibitory effects of
components of the pathogen in immune/inflammatory response [6].

Previous observations linked the hyporesponsivenesss of T cellsin PCM-A to the
action of IL-10[20]. The number of individualstested for IL-10 in thisinvestigation was
small, but PBLs of PCM patients evaluated for IL-10 levelsin cultures stimulated with a
Pb antigen or mitogens did not show reduction in IL-10 levelsin association to the post-
treatment reversal of T cell hyporesponsiveness.

Thereversal of the T lymphocyte functional impairment after the treatment
suggests as a possible explanation for this T cell hyporesponsiveness, the action of a Pb-
derived signal/molecule inducing areversible inhibition of T cell responsiveness to antigen
or co-stimulation-dependent mitogen (Con-A). Thereversal of cutaneous anergy and
susceptibility to Pb in the murine model raises the possibility of modification of the
susceptible status in the human infection, by vaccination. Further investigation on the
roles of smoking, alcoholism and malnutrition in the pathogenesis of PCM-A may provide

more tools for controlling this severe and frequently lethal disease.
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Table 1 Presence of conditions frequently observed in PCM patients and potentially
related to impairment of the immune response

Smoki Alcohal  rotain-

. e moking cohol

Eatlent Strongyloidiasis habit intake energy N

Malnutrition

Pat 1 No Heavy Heavy No
Pat 2 No Heavy Moderate Yes
Pat 3 No Heavy Heavy Yes
Pat 4 Yes Heavy Moderate No
Pat 5 No Heavy Heavy No
Pat 6 No Heavy Heavy Yes
Pat 7 Yes Heavy Heavy No
Pat 8 Yes Heavy Moderate No
Pat 9 Yes Heavy Moderate Yes
Pat 10 Yes Heavy Moderate No
Pat 11 Yes Heavy Heavy Yes
Pat 12 Yes Heavy Light Yes
Pat 13 Yes Heavy Heavy Yes
Pat 14 No Heavy Moderate No
Pat 15 No Heavy Light Yes
Pat 16 Yes Heavy Moderate Yes
Pat 17 Yes Moderate Moderate Yes
Pat 18 No Heavy Heavy No
Pat 19 No Heavy Heavy Yes
Pat 20 No Heavy Heavy Yes
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Table 2 Cytokine levelsin response to antigen-specific and

polyclonal stimuli, before and after treatment for PCM

21

IFN-y
Individuals UNS  CON-A  PMA+ION SEB  UNS GP43 PPD
P11 (UN) 0 ND >2500 1570 34 0 900
P3 (UN) 0 71 >2500 189 0 0 45
P9 (TR) 28 253 >2500 ND 33 85 379
P8 (TR) 29 >2500 >2500 >2500 83 1483 1866
TNF-a
Individuals UNS CON-A PMA+ION  SEB UNS GP43 PPD
P11 (UN) ND ND 1187 >2500 171 313 686
P3 (UN) 1200 1968 764 1137 114 260 275
P9 (TR) >2500  >2500 >2500 ND 571 640 772
P8 (TR) 1639 1905 >2500 >2500 93 396 201
IL-2
Individuals UNS CON-A  PMA+ION SEB UNS GP43 PPD
P11 (UN) 0 ND 1961 4120 0 0
P3 (UN) 0 0 1853 65 0 0 0
P9 (TR) 0 24 1853 ND 0 0 0
P8 (TR) 0 710 >2500 944 0 0 0
IL-4
Individuals UNS CON-A PMA+ION SEB UNS GP43 PPD
P11 (UN) 0 ND 0 0 0 0 0
P3 (UN) 0 0 35 0 0 0 0
P9 (TR) 0 0 77 ND 0 0 0
P8 (TR) 0 29 20 24 0 0 0
IL-5
Individuals UNS CON-A  PMA+ION SEB UNS GP43 PPD
P11 (UN) 0 ND 104 0 0 0 0
P3 (UN) 0 0 152 0 0 0 0
P9 (TR) 0 0 129 ND 0 0 0
P8 (TR) 0 49 50 23 0 0 0
IL-10
Individuals UNS CON-A PMA+ION SEB UNS  GP43 PPD
P11 (UN) 32 ND 0 28 0 0 0
P3 (UN) 37 49 0 55 0 0 0
PO (TR) 0 0 0 ND 0 0 0
P8 (TR) 0 39 0 49 0 0 0

Supernatants of PBL cultures from 4 patients (2 UN, untreated and 2 TR,
post-treatment) were stimulated for 3 days with Con-A (1pg/ml), SEB
(1pg/ml), PMA+ION (10ng/ml and 1pg/ml respectively) and 5 days with
gp43 (10ug/ml) or PPD (20ug/ml). The assessment of the cytokine levelsin
the supernatants was done by flow cytometry, using the Cytometric Bead
Array (CBA) kit. The BD CBA analysis software was used for quantification
of cytokines. The cytokine levels are expressed in pg/mL (UNS=unstimulated;
ND=not done).
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Figure 1 Evaluation of blood leukocyte subsetsin PCM patients and healthy volunteers.
PBL from untreated (UN) and post-treatment (TR) patients (n=18), as well as from healthy
volunteers (HV, n=10) were stained with monoclonal antibodies specific for the different
PBL subsets and analyzed by flow cytometry. Each bar represents the mean value for the
frequency of cellsin agiven leukocyte subset and the standard error is drawn for each

mean shown.

Figure 2 IFN-y/IL-4 producing T cells ratio increased following treatment for PCM. (A)
The IFN-y /IL-4 producing T cellsratio is shown for 17 untreated (UN) and post-treated
(TR) patients. Value for each patient is represented by a different numbers (Patl, Pat2, ...).
The horizontal thick lines correspond to the mean values for the two groups (p=0.07;
ANOVA). (B) The experiment shown is representative of the PBLs from one patient

before (top, UN) and after treatment (bottom, TR).

Figure 3 IL-2/TCGF bioactivity and proliferation in response to stimulation by Con-A is
impaired in untreated patients. (A) For the IL-2/TCGF evaluation PBL were
stimulated with Con-A and PMA+ION. The IL-2 bioactivity in the
supernatants was assessed in the CTLL-2 bioassay and was expressed as cpm.
(B) For the proliferative assay PBL were stimulated as previously described
and the proliferative response was expressed as cpm. In both figures, the bars
correspond to the mean values for the groups of untreated (UN), post-treated
(TR) patients (n=18), and healthy volunteers (HV; n=10). The standard errors

bars are shown for each group (p<0.05).
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Doencas infecciosas cronicas com diferentes padrdes de resposta

imune associados a variagdes nas formas de apresentacgao clinica.

O entendimento sobre a participacdo dos mecanismos determinantes de
alteracbes funcionais no padrdo de resposta imune celular cresceu
significativamente nas ultimas trés décadas, particularmente com: i) a descoberta
de diversas citocinas, ii) a caracterizacdo de diferentes subpopulacdes de
linfécitos T de memoria, iniciando-se pelos linfécitos Thl e Th2 e, mais
recentemente, iii) o grande avan¢o no conhecimento da biologia das células
dendriticas (DCs). Esses achados estimulam ainda mais os estudos sobre a
fisiopatologia dos processos infecciosos, principalmente de doengas como a
hanseniase e a paracoccidioidomicose, nas quais diferentes padrdes de resposta

imune estdo associados a variagdes nas formas de apresentacao clinica.

A patogénese de uma rara manifestacdo reacional da hanseniase em
pacientes lepromatosos polares esta associada com resposta M. leprae-
especifica.

No primeiro estudo, descrevemos a ocorréncia de um raro episodio
reacional clinicamente similar a reacdo tipo Il, observado em trés pacientes
lepromatosos polares. Ao contrério do ENL classico, os pacientes apresentavam
lesbes cutaneas superficiais, bolhosas e ulcerativas, acompanhadas de severas
manifestacBes sistémicas de resposta inflamatdria aguda, como febre e edema.
Além disso, a elevada carga de M. leprae no endotélio capilar da pele e a
marcada congestdo dos vasos sangiineos superficiais sdo estranhas ao ENL e
também ndo correspondem a descricdo de ENL necrético (Ramesh et al., 1992;
Lockwood, 1996). A apresentacdo das lesdes, assim como a presenca de bacilos
na parede de vasos, sugere que esses microorganismos participem na ativacao
leucocitaria intravascular observada nesses pacientes.

Esses dados se assemelham a observacbes anteriores de outra forma
reacional rara de hanseniase, 0 Fendmeno de Lucio. Contudo, em pacientes com
essa forma reacional, as lesbes sdo violdceas e com aspecto isquémico,

possivelmente devido a vasculite. Além disso, em pacientes com essa reagédo, o
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tratamento somente é eficaz pelo uso de corticosterdides, como afirmado por
varios autores (Rea e Ridley, 1979; Souza et al., 2000; Rea e Jerskey, 2005;
Sehgal, 2005).

Analise imunohistoquimica das lesGes mostrou predominancia de
linfocitos T CD4+ e de células HLA-DR+ nos infiltrados da derme, observacéao
comparavel a exacerbacdo de resposta imune em estados reacionais como
anteriormente observada na RR e no ENL classico (Verhagen et al., 1997;
Mahaisavariya et al., 1999). J& foi proposto que deposicdo tecidual de
imunocomplexos seja 0 elemento desencadeador das lesdes inflamatérias nos
estados reacionais (Piepkorn et al., 1983; Ramanathan et al., 1991; Sehgal, 2005).
Porém, como ndo observamos depoésitos de imunoglobulinas ou fatores de
complemento por imunofluorescéncia, essa hipotese nao foi corroborada.

Em nosso estudo, foi digna de nota a frequéncia aumentada de linfocitos T
v&+ nas lesdes, concomitantemente ao seu desaparecimento do sangue periférico.
As celulas yo+ s0 foram detectadas no sangue ap0s o inicio do tratamento
especifico da reacdo. Uma possibilidade é que essas células tenham migrado para
as lesdes cutaneas.

O processo de homing de linfocitos y6+ para a pele é bastante seletivo e
regulado, em parte, pela interacdo de receptores especificos expressos na
membrana dos linfocitos, com moléculas de adesdo expressas em células
endoteliais dos vasos sanguineos (Sullivan et al., 1991). Modlin e colaboradores
observaram que os linfocitos T yd+ migram em grande nimero para a epiderme
de pacientes com a forma tubercul6ide da hanseniase no sitio da injecdo da
lepromina, e estdo presentes na fase inicial de lesdes inflamatorias induzidas pelo
M. leprae (Modlin et al., 1989). Nossa observacdo acerca da elevacdo na
freqliéncia dessas células nas lesdes agudas sugere um aspecto semelhante
também quanto a cronologia da les&o.

O nudmero reduzido de linfocitos T CD8+ e mondcitos observado no
sangue no inicio da reacdo elevou-se progressivamente com o tratamento anti-
inflamatdrio. A reducdo da frequéncia de subpopulagdes leucocitéarias detectada

por citofluorimetria de fluxo (CD8+, CD14+ e linfocitos T yd+) pode ser
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explicada pela adesdo dessas células ao endotélio vascular, como anteriormente
descrito (Sullivan et al., 1991; Beekhuizen e van Furth, 1993; Battistini et al.,
2003). Porém, nédo é possivel excluir formalmente uma modulacdo negativa das
moléculas expressas nas membranas celulares, que deveriam ser reconhecidas
pelos anticorpos monoclonais  especificos; ou ainda, modificacbes
conformacionais nos antigenos de membrana, seguindo-se a ativacdo das células
em questdo. Qualquer dessas hipOteses tornaria 0s receptores inacessiveis aos
anticorpos monoclonais utilizados para a identificacdo das células.

No tocante ao tratamento, dois dos pacientes responderam
satisfatoriamente a talidomida, com total regressdo dos sintomas e lesGes
cutaneas. Entretanto, foi necessario acrescentar prednisona a um dos pacientes®
no segundo dia apds o inicio da terapéutica com talidomida. Um dado curioso foi
a verificacdo nesse paciente, em particular, dos niveis séricos mais elevados de
IL-6 no momento do diagnostico da reacdo. Também chamou a atencgéo o fato de
qgue os niveis de TNF-o sO diminuiram expressivamente no terceiro dia da
terapéutica anti-inflamatoria. Acrescente-se a isso a observacdo de que, nesse
individuo, as lesdes cicatrizaram mais tardiamente, apesar do desaparecimento da
febre e do edema nos membros inferiores alguns dias ap0s o inicio do tratamento.
Essas observagOes sugerem que a associacdo da talidomida com a prednisona foi
necessaria para inibir o processo inflamatério, que nesse paciente poderia ser
mais intenso ou envolver mecanismos resistentes a acdo da talidomida. A
resposta de nossos pacientes a terapia com talidomida com ou sem prednisona,
com melhoria clinica e cura das lesGes sem a administracdo de antibioticos, leva
a conclusdo de que nenhuma infeccdo secundaria foi responsavel pelos sintomas
acima mencionados.

Nossas observacbes foram compativeis com um quadro de ativagdo
leucocitaria intravascular, com produgdo de IL-6 e TNF-a, associado a
emergéncia de resposta imune celular in vitro ao M. leprae. Curiosamente, néo

detectamos producdo de IFN-y nos sobrenadantes de cultura frente ao M.leprae

! paciente identificado como Pat. 2 tanto no manuscrito aceito para
publicacdo, quanto nos resultados suplementares ao manuscrito.
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antes, durante e apos o tratamento do episddio reacional nos pacientes estudados.
Nas mesmas condi¢des, sob estimulo de PPD, a producdo de IFN-y foi verificada
em todos 0s pacientes.

Com relacdo a IL-6, citocina produzida por fagoécitos mononucleares
ativados, ja foi mostrado que tem importante papel co-estimulador, induzindo a
sintese de outras proteinas de fase aguda em hepatocitos e estimulando a ativagéo
e proliferacdo de queratindcitos (Hirano e Kishimoto, 1992; Hurst et al., 2001).
Em pacientes com a forma classica do ENL foram observados niveis séricos
aumentados de IL-6 (Moreira et al., 1993). Em dois de nossos pacientes, essas
taxas foram ainda mais elevadas. Torna-se assim possivel que a producéo in vivo
de IL-6 tenha contribuido para a maior expressdo das moléculas do MHC e para
a resposta antigeno-especifica observada nos pacientes estudados. A diminuigéo
dos niveis séricos dessa citocina apos tratamento anti-inflamatério e regressao
das lesdes inflamatdrias indica que ela tenha participado no desencadear do
processo reacional. Porém, sua atividade anti-inflamatéria ndo pode ser
descartada (Scheller e Rose-John, 2006).

Os resultados sugerem ainda que o TNF-o desempenhou papel
fundamental na génese dessas lesdes. A reducdo progressiva dessa citocina pelo
tratamento com talidomida e consequente melhora das lesdes corrobora essa
hipdtese. Sarno e colaboradores foram o0s primeiros a associar a elevacdo de
concentracOes sericas de TNF-o. com as reacOes, especialmente nos casos de
ENL. Estudos posteriores demonstraram que a talidomida inibe seletivamente a
producdo de TNF-a pela reducdo da meia-vida de seu mRNA (Sarno et al., 1991,
Sampaio et al., 1991; 1993; Moreira et al., 1993).

O TNF-a € um mediador chave com efeitos toxicos bastante conhecidos.
Anticorpos anti-TNF-a levam a reducdo da expressdo de moléculas de adeséo e
quimiocinas em modelo experimental de choque séptico (Beutler, 1999). Ainda
em modelo murino, choque séptico induzido com injecGes de LPS foi bloqueado
pelo uso de droga andloga a talidomida (Moreira et al., 1997). Em patologias

como malaria cerebral, esclerose multipla e doenca de Crohn, entre outras, a

67



terapéutica anti-inflamatoria induz a reducdo dos niveis de TNF-a e suprime 0s
efeitos clinicos dessa citocina (van Hensbroek et al., 1996; Lin et al., 2007).

Curiosamente, a deteccdo da resposta in vitro ao M. leprae ocorreu
somente apds o inicio do tratamento especifico, quando os linfocitos T yo+
passaram a ser detectados no sangue. Considerando que a resposta a PHA foi
observada durante todo o tratamento para a reacdo, pode-se concluir que a
inibicdo da ativacdo do linfécito T ndo é consequéncia do uso de drogas anti-
inflamatorias. Conforme esperado, a resposta ao PPD foi verificada durante todo
0 periodo reacional, vez que a falta de imunidade em pacientes LL € patdgeno-
especifica.

De acordo com esses resultados, podemos sugerir que as células que
proliferaram frente ao M. leprae eram preferencialmente yo+, possivelmente
ativadas por componentes micobacterianos. Ja foi demonstrado que sinalizacéo
por meio de moléculas co-estimuladoras em culturas de pacientes com a forma
tuberculoide de hanseniase e contatos sadios positivos ao teste da lepromina,
estimula a proliferacdo de células yd+ na presenca da glicoproteina de 30Kd de
M. tuberculosis (Gonzalez-Amaro et al., 2000). Relatos sobre infeccdo de
fagocitos mononucleares por M. tuberculosis e por BCG vivo atestaram a
participacdo de linfdcitos T yd+ nas areas necroticas da linfadenite tuberculdide.
TNF-a, mas ndo IFN-y, figura como o principal mediador dessas células, assim
como na regulacdo negativa do processo inflamatério (Lang et al., 1995; Hedges
et al., 2005).

E possivel que esses trés pacientes apresentassem alguma alteracio
genética ligada a patogénese de uma forma reacional tdo rara. Uma
imunodeficiéncia associada a infeccOes respiratorias bacterianas crénicas e
ulceracdo da pele com necrose e vasculite foi observada em um pequeno nimero
de pacientes. Esses individuos apresentavam auséncia quase completa de
moléculas de superficie do MHC I, apesar da demonstracdo de niveis normais do
MRNA de MHC I. Além disso, eles apresentavam mutacdes nos genes TAP1 ou
TAP2, que codificam as duas sub unidades do transportador de peptideos, e ndo

tinham linfocitos T CD8+ circulantes. Contudo, foi verificado um
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enriquecimento na subpopulacdo de células yo+ e, de forma surpreendente, a
imunidade a infeccBes virais estava preservada (Gadola et al., 2000; Crespi et al.,
2003).

Além de possiveis mecanismos genéticos, uma modulacdo funcional
caracteristica, desencadeada principalmente pelos componentes do M. leprae
poderia determinar o tipo e a intensidade da reacdo. Essa modulacdo pode ser
consequéncia da ativacdo de apoptose e/ou da anergia. Apesar de tratar-se de um
fendbmeno raramente observado, Moraes e colaboradores descreveram a presenca
de RR e ENL em um mesmo paciente. Os autores encontraram granuloma
epitelioide enriquecido de linfocitos T yo+ na lesdo de RR. Por meio de RT-PCR,
os autores mostraram mRNAs de IL-6, IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-12,
independentemente do tipo da leséo biopsiada (Moraes et al., 2001). Os pacientes
por nos estudados ndo apresentavam granulomas, apesar do grande numero de
células CD4+ e yd+ nas lesbes. Apesar da elevacdo sistémica de TNF-a, a
auséncia de IFN-y pode explicar esse fato, pois as duas citocinas atuam em
sinergia na indugédo e maturacéo de granulomas (Saunders e Cooper, 2000).

Os mecanismos imunopatolégicos envolvidos nos episodios reacionais da
hanseniase continuam pouco conhecidos. A forma rara detectada nos pacientes
incluidos nesse estudo torna a investigacdo ainda mais dificil, principalmente nos
aspectos que exigiriam analise em grupos maiores de pacientes. Entretanto, assim
como nas outras reacBes, a ativacdo de subpopulacGes especificas no
microambiente cutdneo e o0s niveis de citocinas pré-inflamatdrias observados
nesses pacientes sdo consistentes com o quadro sistémico e com as numerosas e
graves lesBes inflamatdrias apresentadas. A exacerbacdo do quadro inflamatério
com aumento da secrecdo de TNF-a, IL-1 e IL-6 contribuem para a severidade
das lesGes teciduais.

Outras células também podem ser associadas ao desencadeamento e ao
agravamento do episodio reacional. A presenca do gene foxp3 e de ceélulas
CD4/CD25+ em biopsias cutaneas de pacientes com ENL aponta para uma
atividade reguladora de linfocitos Treg nas lesGes (Haslett et al, 2005). Nao se

pode excluir a participacdo da subpopulacédo de celulas Th17 nesses episodios. A
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indugdo da diferenciacdo de Th17 ocorre pela via 1L-12/1L-23 em macrofagos e
DCs ativadas. A génese de processos inflamatorios previamente atribuida aos
linfocitos Thl pode ser originada por linfocitos Th17, como ja demonstrado em
diferentes condicGes patoldgicas. IL-17 foi detectada em pacientes com artrite
reumatdide, esclerose multipla e na agudizacdo de doenca inflamatdria intestinal,
incluindo colite ulcerativa e Doenca de Crohn. Neste Gltimo caso, o aumento de
niveis sericos de IL-17 estava relacionado com o grau de atividade da doenca
(Fugino et al, 2003). Recente trabalho demonstrou a presenca de Th17 em lesbes
de pele com psoriase e correlacionou a ativacdo dessas células com exacerbacéo
da resposta imune de mucosa pela modulagdo negativa de mecanismos inatos em
células epiteliais (Wilson et al., 2007).

Ainda dentro do contexto da interacdo entre células e citocinas
reguladoras, um estudo recente mostrou que o TGF-B, em auséncia de IL-6,
desempenha papel fundamental na indugdo da diferenciacdo de células Treg
(Veldhoen et al, 2006; Betteli et al, 2007). Diferentemente das observacdes em
camundongo, em ser humano os dados mais recentes mostram que 1L-23 e IL-1p
sdo as citocinas que criam o microambiente de diferenciacdo para Th17 (Wilson
et al., 2007). Esses e outros resultados permitem algumas indagacoes,
principalmente no &ambito de doencas inflamatorias crbnicas, como a
possibilidade de uma atuacdo simultanea de células Thl, Th17 e Treg. Nos
episodios de agudizacdo e/ou reativacdo da resposta imune celular, como nas
reacdes da hanseniase, essas interagdes também devem ser consideradas.

Inumeros trabalhos descrevendo os padrdes de resposta imune celular na
hanseniase indicam os pacientes lepromatosos como anérgicos, em decorréncia
da producdo de mediadores que modulam negativamente a resposta de linfocitos
T M. leprae-especificos (Bjune, 1979; Yamamura et al., 1991; Misra et al.,
1995). De fato, pacientes lepromatosos ndo conseguem montar uma resposta
imune celular eficiente contra o patégeno. Varias evidéncias apontam para isso,
desde a falha na apresentacdo de antigenos até a auséncia de producdo de IL-2 e

IFN-y.
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A diminuida expressdo de moléculas co-estimuladoras em eventos
precoces da sinalizacdo pelas vias de célcio/calcinerina e proteina quinase C
(PKC)/p21ras, é critica para a transcricdo do gene de IL-2. J& foi demonstrado
que se tais eventos ndo ocorrerem, estabelece-se uma situacdo de anergia
(Schwartz, 2003). Alguns trabalhos ja identificaram alteragdes nas vias de
sinalizacdo nos linfocitos T de pacientes lepromatosos (Nath et al., 1974;
Haregewoin et al., 1983). Sharma e colaboradores mostraram que estimulo de
PMA em linfécitos sanguineos de pacientes lepromatosos ndo induz aumento de
Ca™" intracelular, inositol fosfato e PKC, ao contrario do observado em pacientes
tuberculdides e individuos sadios (Sharma et al., 1999).

Em outro trabalho, foram apontadas modificacbes que levavam a baixa
expressao da cadeia ¢ do TCR e do fator de transcricdo NF-xB em linfocitos T de
pacientes lepromatosos (Zea et al., 1998). Muito recentemente foi mostrado ainda
que, apods estimulo do TCR, ocorre uma regulacdo negativa em outras vias
bioquimicas de ativacdo do linfécito T nessa forma da hanseniase, incluindo as
MAPK e NFAT (Chattree et al., 2007). Na grande maioria dos estudos, a anergia
em pacientes lepromatosos € tida como resultado dessas alteragdes,
provavelmente a partir de uma inadequada ativacdo das APCs.

Nesse contexto, deve ser levado em conta que o M. leprae ndo € um forte
indutor da maturacdo de DCs, tornando-as parcialmente ativadas. Experimentos
in vitro mostraram que somente a adi¢do de grandes quantidades do bacilo em
cultura leva as DCs a expressarem 0s antigenos de ativacdo CD83 e CD86, além
de produzirem IL-10 e TNF-a (Hashimoto et al., 2002). O reconhecimento de
antigenos pelos receptores TLR leva a uma ativacdo mais completa das DCs, que
passam a expressar elevado numero de moléculas de classe 1l do MHC e ativar
mais fortemente linfécitos Thl. Krutzik e colaboradores encontraram células
fortemente positivas para TLR1 e TLR2 em lesdes de pele de pacientes
tuberculdides. O mesmo ndo foi observado nas lesGes de pacientes lepromatosos.
Nesses ultimos foi observado um polimorfismo em TLR2, associado a baixa
producdo de mediadores do tipo Th1l e altos niveis de IL-10 (Krutzik et al., 2003;
Kang et al., 2004).
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Os componentes lipidicos abundantes nas micobactérias também merecem
destaque. Varios relatos indicam que essas moléculas produzem defeitos de
ativacdo em APCs e inducdo de elevadas taxas de anticorpos associadas a leséo
tecidual. E atribuido ao PGL-I forte papel modulador em macr6fagos infectados
com M. leprae pela inducdo da producdo de grandes quantidades de TNF-
o (Tomimori-Yamashita et al., 1999; Charlab et al., 2001). Ja foi demonstrado
também que lipoarabinomanana de M. bovis inibe a maturacdo de DCs pela
regulacdo do receptor DC-SIGN. Esse receptor é envolvido com interiorizacdo de
varios patégenos, dentre os quais 0 M. leprae, e € tido como imunomodulador,
pois sua interacdo com antigenos lipidicos induz a secrecdo de IL-10 e inibe
ativacdo de DCs por LPS (Teunis et al., 2003; Soilleeux et al., 2006).

Trabalho de Reed e colaboradores demonstrou que um glicolipideo de M.
tuberculosis suprime a ativacdo de macrofagos infectados e modula
negativamente a producédo de TNF-a e IFN-y (Reed et al., 2004). Em conjunto,
esses dados definem o papel chave da imunidade inata na ativacao de linfocitos T
nas micobacterioses, e associam a ela o estado anérgico dessas células. E
possivel que a ativacdo parcial das DCs mantenha o estado de tolerancia
periférica e seja fundamental para a homeostasia, ativando preferencialmente

respostas reguladoras.

A resposta antigeno-especifica em pacientes lepromatosos foi observada
também por Kaplan e colaboradores. Analise in vitro de leucdcitos sanguineos
desses individuos mostrou resposta proliferativa de baixo nivel, em comparacao
com pacientes tuberculdides, e também exibiu alguma producdo de IFN-y em
resposta ao M. leprae. No entanto, esse mesmo grupo de pacientes apresentava
grande aumento em ambas as respostas quando IL-2 exdgena era adicionada as
culturas. Além disso, a deplecdo de mondcitos também levava a um aumento na
proliferacdo e na producdo de IFN-y em resposta ao M. leprae. Ainda nesse
trabalho, um segundo grupo de pacientes lepromatosos investigado néo
respondeu ao antigeno em qualquer das condigdes mencionadas acima (Kaplan et

al., 1985). Em outro trabalho, foram detectados niveis significativos de IL-4 ou
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IFN-y e, em algumas vezes, de ambos, em resposta in vitro ao M. leprae em
pacientes lepromatosos (Misra et al., 1995). Essas observagfes mostram nao so
que respostas antigeno-especificas ainda que fracas sdo observadas em parte dos
pacientes lepromatosos, bem como que respostas indetectaveis podem se tornar
significativas apds adi¢do de IL-2 exdgena ou remog¢do de monacitos.

Experiéncias posteriores demonstraram que mondécitos humanos
estimulados com M. leprae produzem niveis elevados de IL-10, o que sugere
uma forte modulacao negativa e anergia induzidas pelo patégeno. De fato, Groux
e colaboradores demonstraram que linfécitos T estimulados através do TCR, na
presenca de IL-10, passam a apresentar um tipo de anergia no qual ndo
proliferam e ndo produzem diversos mediadores, inclusive IL-2 e IFN-y (Sieling
etal., 1993; Groux et al., 1996).

Em estudo anterior, nosso grupo observou que, embora o padrdo de nédo-
resposta ao M. leprae tenha se confirmado no grupo de pacientes lepromatosos
acompanhados em nosso ambulatério, 32% desses individuos apresentaram
resposta proliferativa antigeno-especifica com producdo de IFN-y in vitro, logo
apos o diagnoéstico da hanseniase e, imediatamente antes do inicio do tratamento
poliquimioterapico. Nas mesmas condi¢cdes de cultura, todos os pacientes
avaliados responderam a outros antigenos, como PPD e C. albicans, além de
estimulo policlonal com Con-A. Foi interessante notar ainda que, ao longo de um
ano do acompanhamento ambulatorial, a ocorréncia de episddios reacionais foi
trés vezes maior entre 0s pacientes previamente respondedores ao M. leprae,
quando comparados ao grupo ndo-respondedor. Porém, nem todos os pacientes
respondedores ao M. leprae apresentaram reacao e, ainda, parte dos pacientes que
o fizeram levaram mais de seis meses até a abertura do quadro, 0 que ndo é
usualmente observado (Esquenazi, Nery, Pereira, Sarno; resultados néo
publicados).

Além de nossos resultados, varias evidéncias associam a imunidade
celular ao M. leprae com a patogénese das reacdes, que acometem metade dos
pacientes ao longo do curso da doenca (Sampaio et al.,, 2003; Briton e

Lockwood, 2004). As reacGes fogem aos padrbes estaticos propostos
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inicialmente, e seu completo entendimento continua sendo um desafio para 0s
imunologistas.

E sabido que situacdes que interferem diretamente com homeostasia do
sistema imune, tais como vacinacdo, quimioterapia e gravidez, sdo fatores
facilitadores dos episodios reacionais (Bjune, 1983; Meyerson, 1996).
Tratamento intralesional com IL-2 e IFN-y suscitou episédios de ENL em
pacientes lepromatosos ndo respondedores ao M. leprae. Em outro estudo
realizado no Laboratério de Hanseniase da Fundacdo Oswaldo Cruz, Sampaio e
colaboradores observaram que teste intradérmico com PPD em pacientes
lepromatosos ndo reacionais foi seguido de ENL em cerca de 20% desses
pacientes (Kaplan et al., 1989; Sampaio et al., 1992).

Em nosso estudo, observamos ainda que a detecc¢do de resposta in vitro ao
M.leprae s6 ocorreu apos o inicio do tratamento especifico, e em situacGes em
que os linfocitos T yo+ passaram a ser detectados no sangue. A presenca de altos
niveis de resposta a PHA ocorreu independentemente da situacdo de ndo-resposta
especifica. Assim, a auséncia de resposta inicial ao M.leprae ndo decorreu de
uma inibicdo na ativacdo de linfocitos T, como conseqiiéncia do uso de
medicacao anti-inflamatoria.

Inicialmente, esses resultados permitiriam sugerir que: i) os linfocitos T
antigeno-especificos que proliferaram fossem yd+, ii) a resposta in vitro ao
M.leprae nesses pacientes dependesse basicamente de mediadores produzidos
por essas celulas, iii) ou ainda, que um efeito sinergistico entre linfocitos T ap+ e
vo+ tivesse ocorrido. Pode ser que as trés afirmativas estejam corretas e ndo se
excluam. Porém, o fato de que sO apds o inicio do tratamento da reacdo essa
resposta tenha sido detectada, ndo reforca essas possibilidades.

Uma outra hipotese é a de que a emergéncia transitdria de resposta ao M.
leprae com producdo de citocinas inflamatdrias observada nos pacientes pode
levar a uma modulacdo negativa nas lesdes. Ndo sabemos se 0s pacientes
incluidos em nosso trabalho eram anteriormente respondedores ao M. leprae.

Entretanto, ap6s 30 dias do episddio reacional, a resposta proliferativa ao PPD e
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a PHA foi mantida, e o padrdo de ndo-resposta a0 M. leprae predominante em
pacientes lepromatosos polares foi mais uma vez observado.

Ja foi demonstrado que linfécitos T y8+ reconhecem proteinas de choque
térmico presentes em micobactérias, dentre as quais a hsp65 encontrada no M.
tuberculosis e também no M. leprae (Rajasekar et al.,1990). Em modelo
experimental de infeccdo por L. monocytogenes foi demonstrada a necessidade
de sinergia entre linfocitos T ap+ e yd+ no processo inflamatério em
camundongos knock-out (KO) para genes dos dois tipos de receptor de antigeno
de linfécito T. Na auséncia de uma das duas subpopulacdes em consequéncia da
modificacdo génica, os animais KO ndo apresentavam a formacgdo de um
granuloma tipico no sitio da lesdo, e ocorria exacerbacdo das lesGes
inflamatdrias. Os autores sugeriram que os linfocitos T yd6+ exercam uma funcéo
reguladora negativa nesse processo inflamatorio (Mombaerts et al., 1993).

O conjunto de eventos imuno-inflamatdrios observados nesses pacientes e
discutidos em nosso trabalho indica uma resposta transitoria ao M. leprae durante
0 episddio reacional com participacdo de linfocitos T yd+, e sugere que o0 TNF-a.
desempenhe papel central na patogénese dessa rara forma reacional de
hanseniase. A divulgacdo desses dados pode contribuir para o diagndstico mais
preciso e para a escolha do tratamento mais adequado a ser ministrado a

pacientes com essa forma incomum de reacgéo.

A resposta transitéria ao M. leprae em pacientes reacionais:

consideracdes sobre células e mecanismos relacionados.

Pacientes com hanseniase lepromatosa polar, como o0s que analisamos em
Nnosso grupo com um quadro reacional incomum, nédo respondem ao M. leprae,
especialmente se considerarmos a resposta antigeno-especifica restrita por
moléculas convencionais do MHC. Porém, a mobilizacdo dos linfécitos T yo+
sanguineos no inicio do quadro reacional, e a resposta proliferativa transitoria ao
M. leprae observada quando do reaparecimento dessas células no sangue,
sugerem fortemente a hipdtese de que os linfocitos yo+ (Vy9Va2) sejam as

células que proliferam em resposta ao M. leprae, e que estejam envolvidos na
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geracdo dos altos niveis séricos de citocinas inflamatdrias observados em nossos
pacientes reacionais. Na figura 5 é proposto um modelo da participacdo dos
linfocitos T yd+ na imunopatologia da forma incomum de ENL em pacientes

lepromatosos.
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Figura 5. Modelo da participacdo dos linfécitos T yd+ na imunopatologia da
forma incomum de ENL.

Os linfocitos T yd+ sanguineos reconhecem moléculas expressas por
células dendriticas e fagocitos mononucleares infectados por micobactérias, tais
como M. bovis, BCG, M. tuberculosis e M. leprae (Shrestha et al., 2005;
Lockhart et al., 2006; Martino et al., 2007). Tal reconhecimento se d& através do
receptor antigénico da célula yo+, e também de receptores TLR2 (Martino et al.,
2007). A sinalizacdo pelo TCR, quando simultdnea com TLR2, induz a producao
de IFN-y por linfécitos T yo+; porém, como a sinalizagcdo por TLR2 falha em
pacientes lepromatosos, torna-se possivel uma resposta ao M. leprae com a
producdo de citocinas inflamatorias, mas sem IFN-y. Este modelo pode ser
testado in vitro com células yo+ e dendriticas de pacientes lepromatosos polares e

de individuos com sinalizacdo via TLR2 ndo-comprometida.
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Concluséo.

As reacdes hansénicas merecem especial atencdo, pois nelas emerge
imunidade celular transitoria, potencialmente responsavel pelas alteragdes
abruptas nos quadros clinicos dos pacientes. O impacto gerado pelo
entendimento dos fenbmenos bioldgicos que ocorrem na génese desses processos
pode ser grande, tanto pelo estabelecimento de marcadores imunoldgicos

preditivos, quanto pelo potencial terapéutico na manipulacdo dessas respostas.
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Imunodeficiéncia adquirida e anergia reversivel pos-tratamento na

forma crénica do adulto da paracoccidioidomicose.

Alguns trabalhos publicados desde os anos setenta do século passado
sobre imunidade celular em pacientes com paracoccidioidomicose ora se referem
a hiporresponsividade patogeno-especifica, ora mostram modificacbes mais
gerais de imunidade celular, como anergia cutanea, inclusive com negatividade
do teste cutaneo com DNCB (Musatti et al., 1976; Mok e Greer, 1977). Mais
recentemente, associacdo de padrdo de resposta Thl com resisténcia a doenca e
Th2 a susceptibilidade também foi proposta. A heterogeneidade de observacdes
pode refletir o espectro da doenca, diversidade de grupos de pacientes ou
diferencas metodologicas. Para reduzir algumas possibilidades de variacéo,
avaliamos a presenca de condi¢des que poderiam contribuir para defeitos de
imunidade celular e evolucéo da infeccdo para doenca. A avaliacdo dos pacientes
antes do tratamento mostrou elevada frequéncia de condigdes (tabagismo,
alcoolismo, desnutricdo protéico-caldrica) que, isoladamente, afetam imunidade
celular sistemicamente, e combinadas podem induzir um estado de
imunodeficiéncia. A avalicdo da ativacdo funcional de linfécitos de sangue destes
pacientes mostrou defeito de resposta a estimulo policlonal dependente de co-
estimulo, reversivel com tratamento. A reversibilidade da hiporresponsividade
inespecifica com o tratamento sugere que um componente do patdgeno seja
necessario para a manutencdo do estado de hiporresponsividade/anergia dos
pacientes.

Doencas agudas e cronicas podem resultar de respostas imunoldgicas
distintas. Na paracoccidioidomicose, a forma juvenil supostamente ocorre logo
apos a exposicdo ao P. brasiliensis, a partir da disseminacgéo fungica pelo sistema
linfatico. Ja a forma crénica do adulto é considerada uma reativacdo de um foco
latente estabilizado por longos periodos, consequéncia de uma resposta imune
temporéria contra o patégeno (Wanke e Londero, 1994). A forma crbnica
responde por mais de 90% dos casos, e a evolucdo para ela é limitada a
precondicOes graves. A progressdo € lenta e silenciosa, podendo levar anos até

que seja diagnosticada. Como principal fator de risco estdo as profissdes ou
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atividades relacionadas ao manejo do solo contaminado pelo fungo. A maioria
dos pacientes é de homens em idade produtiva, tornando a doenca um problema
sOcio-econdmico.

Os pacientes incluidos em nosso estudo apresentavam a forma multifocal
da paracoccidioidomicose, de grau moderado a grave, com cerca de seis meses de
evolucdo. Os drgdos mais acometidos foram os pulmdes, a mucosa oral, 0s
ganglios linfaticos da oro-faringe, a laringe e as glandulas supra-renais. Outra
caracteristica importante do grupo estudado foi o alto indice de tabagismo e
etilismo, associado a casos de desnutricdo protéico-calorica que precediam o
aparecimento das lesoes.

Alguns estudos clinicos apontam o alcoolismo e o tabagismo como fatores
de risco para a doenca. Del Negro sugeriu que o tabagismo possa influenciar na
recidiva de lesdes pulmonares em pacientes considerados clinicamente curados
(Del Negro, 1985). Quanto ao alcoolismo, estudo caso-controle demonstrou a
associacdo entre o consumo excessivo de alcool, em especial a aguardente de
cana, e a forma cronica da doenca (Martinez e Moya, 1992). Mais recentemente
foi feita a observacdo da presenca constante de desnutricdo entre 0s pacientes,
independente da forma da doenca (Restrepo e Benard, 2004). Porém, desperta a
atencédo o fato de que a grande maioria dos estudos acerca da resposta imune na
paracoccidioidomicose ndo menciona essas condi¢cdes patologicas, e nao
considera a influéncia delas sobre os resultados obtidos.

Segundo a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS), o tabagismo é
considerado a principal causa de morte evitdvel no mundo. No Brasil, 32,6% da
populacdo adulta fumam, a faixa de 20 a 49 anos de idade concentra a maioria
dos fumantes, com predominio do sexo masculino e 0 maior consumo esta nas
camadas sociais com menor poder aquisitivo, proporcionalmente maior entre 0s
moradores da zona rural (MS, 1998). Curiosamente, esse perfil redne as
caracteristicas tipicas dos pacientes com a paracoccidioidomicose. Chaieb e
Castellarin relataram maior prevaléncia de fumantes no grupo de alcoolatras
quando comparado ao grupo ndo-alcoolatra, com tendéncia de os primeiros

comecarem a fumar mais cedo, além de o fazerem por mais tempo, consumindo
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maior nimero de cigarros. As evidéncias sugerem que o alcoolismo atue como
um co-fator de risco associado ao tabagismo para o desenvolvimento da doenca
(Chaieb e Castellarin, 1998).

As alteracOes funcionais de resposta imune induzidas pelo tabagismo séo
mais acentuadas, ou em alguns estudos restritas ao sistema respiratorio. Ja foi
mostrado um decréscimo na relacdo de células CD4+/CD8+ no lavado bronco-
alveolar de tabagistas crénicos, além de uma diminuicdo da proliferacdo dessas
células (Costabel et al., 1986; McCue et al., 2000). O tabagismo compromete
principalmente as funcBes dos macréfagos alveolares e das DCs, cujas alteracdes
levam a um profundo efeito inibidor na producdo de citocinas pré-inflamatorias,
tais como TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-12. A supressdo de IL-2 e IFN-y também ja foi
mostrada (Ouyang et al., 2000; Hagiwara et al., 2001).

Recentemente, Chen e colaboradores demonstraram que 0s niveis de
expressdo de TLR-2 e TLR-4 sdo afetados pela exposicdo ao tabaco. Em
consequéncia, a expressao de genes de IL-6, IL-12 e TNF-a € reduzida; porém, a
de IL-10 é elevada. A avaliagdo simultdnea de macrofagos alveolares e
monaocitos sangliineos detectou diferencas entre fumantes e ndo-fumantes no
pulmdo, mas ndo no sangue. Os autores sugerem que a exposi¢do crénica ao
tabaco induz a um estado de hiporresponsividade similar ao modelo experimental
de tolerancia a endotoxina, manifestada pela inibicdo da expressdo de citocinas
pro-inflamatdrias induzidas por TLR2/4 e uma fraca ativacdo de IRAK-1 e NFxB
(Chen et al., 2007). Os efeitos do tabagismo e alcoolismo sobre o sistema
respiratorio podem exercer uma importante influéncia na patogénese da doenca,
ja que corresponde a via de entrada do patdgeno no organismo e area mais
importante de ocorréncia das lesdes da paracoccidioidomicose.

A desnutricdo estd associada a uma serie de distdrbios sistémicos
primérios, dentre os quais as infeccBes cronicas, associadas as alteracdes de
resposta imune e, dependendo do patdgeno, essa relacdo reciproca leva a um
agravamento em diferentes graus. Foi demonstrado ainda que a desnutricdo em
conjunto com a deficiéncia de zinco, ativa o eixo hipotalamico-pituitario-adrenal

(HPA) induzindo aumento nos niveis de cortisol e causando, além de atrofia
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timica, inibicdo da hematopoiese e modulagédo de respostas imuno-inflamatérias
(Soliman et al., 2000; Fraker e King, 2004; Cunningham-Rundles et al., 2005).
Em recente revisdo sobre o tema, Schaible e Kaufmann discutem como a
combinacdo entre desnutricdo cronica e doengas infecciosas provoca o0
enfraquecimento generalizado da resposta imune, alterando o perfil das
subpopulacges leucocitarias e induzindo um aumento generalizado na producgéo
de citocinas inflamatdrias (Schaible e Kaufmann, 2007).

A associacdo relativamente freqiiente entre tuberculose pulmonar e a
paracoccidioidomicose (Valle et al. 1992; Quagleato Junior et al., 2007) pode ser
uma consequéncia dessas condi¢bes imunocomprometedoras, especialmente no
aparelho respiratério. Em pacientes com a forma crénica da doenca, outras
infeccbes sdo igualmente observadas, dentre elas, a estrongiloidiase e a
ancilostomiase/necatoriase (Costa, 2000). Em nosso estudo, a metade dos
pacientes apresentava teste parasitologico positivo para a estrongiloidiase no
momento do diagnostico da paracoccidioidomicose. Esse alto indice de
associacao ja foi observado nos pacientes acompanhados no IPEC - FIOCRUZ.
Na casuistica apresentada por Costa, 46,5% dos pacientes com a forma crénica
do adulto apresentavam a helmintiase (Costa, 2000).

Variagbes no patdgeno sdo importantes para a interacdo patégeno-
hospedeiro e evolugdo da infeccdo para doenca. A viruléncia pode variar,
dependendo das cepas isoladas do P. brasiliensis. Apesar de ndo ser um patdégeno
essencialmente intracelular, o fungo ja foi observado no citoplasma de células
epiteliais in vivo e in vitro. Experimentos com a linhagem epitelial Vero
mostraram que o P. brasiliensis induz um rearranjo do citoesqueleto dessas
celulas. A mesma observacdo foi feita com uma linhagem de pneumdcitos
(Mendes-Giannini et al., 2000; 2005). Com base nesse conjunto de dados pode-se
supor que a participacdo de células epiteliais na infeccdo pode ser um ponto
importante na transi¢cdo do fungo do solo para a invasdo tecidual do hospedeiro, e
assim, influenciar na patogénese da paracoccidioidomicose.

Estudos de biologia molecular indicam a presenga de, no minimo, cinco

diferentes grupos de cepas de P. brasiliensis que estdo presentes em varios paises
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endémicos (Nifio-Vega et al., 2000). Recentemente, em trabalho realizado na
Colbmbia, trés espécies poligénicas de P. brasiliensis apresentando diferentes
graus de viruléncia e expressao de proteinas antigénicas foram caracterizadas, e
duas delas distinguidas em andlise por microsatélite. Ambas estdo associadas
com a paracoccidioidomicose-doenga em seres humanos e animais, embora uma
delas apresente um baixo fator de viruléncia (Matute et al., 2006).

Com efeito, os diferentes graus de viruléncia do P. brasiliensis podem se
traduzir em diferentes formas clinicas da doenca. E possivel que as cepas menos
virulentas estejam associadas com a forma cronica, elicitando uma resposta
imune mais insidiosa e mais tolerante a multiplicacdo do patogeno.

A resposta imune efetiva para o controle da infeccdo pelo P. brasiliensis,
assim como de outras infec¢Bes fungicas sistémicas, &€ mediada por linfdcitos T,
com a participagdo de DCs e macréfagos ativados, como demonstrado
anteriormente (Newman, 1999; Ferreira et al., 2004). Na paracoccidioidomicose-
infeccdo é observada producdo elevada de IFN-y e TNF-a, assim como
proliferacdo de linfocitos a antigenos derivados do fungo (Oliveira et al., 2002;
Benard et al., 2005).

Estudos prévios mostraram diminuicdo tanto na producdo de IL-2 e
expressdo de seus receptores, quanto na resposta proliferativa P. brasiliensis-
especifica em pacientes com a paracoccidioidomicose, independente da forma
clinica da doenca, sendo esse quadro ainda mais reduzido na forma juvenil aguda
(Benard et al., 1996). Em outro trabalho, para investigar a producdo de
subclasses de IgG anti-gp43, foram analisados soros de pacientes com as duas
formas da doenca por ELISA. Na forma juvenil houve grande predominio de
1gG4 e auséncia de 19G2, compativel com um switch regulado por linfocitos Th2.
No soro de pacientes com a forma crbnica houve predominio de IgA,
provavelmente como resultado da estimulacdo persistente de mucosa pelo P.
brasiliensis (Baida et al., 1999). Esses dados sdo similares ao modelo de
candidiase experimental, no qual a doenca disseminada e fatal foi relacionada a
niveis extremamente elevados de IL-4. Injecdo intravenosa com anticorpo

neutralizante anti-1L-4 resultou na cura dos camundongos (Romani et al., 1992).
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Em nosso estudo, ndo observamos resposta proliferativa nem atividade
bioldgica de IL-2 em leucécitos sanguineos estimulados com Con-A no grupo de
pacientes com essa forma da doenca. Como a analise fenotipica das
subpopulagdes leucocitarias ndo mostrou diminuicdo nas freqiéncias celulares, e
considerando-se ainda que a resposta ao estimulo de PMA+ION estava
preservada, nossos resultados apontam para a possibilidade da auséncia de sinal
co-estimulador. Enquanto o PMA (acetato de forbol-miristila) € um agente
indutor da ativacdo celular com acéo direta sobre a PKC, atuando como um
potente estimulo para a transcri¢do génica, a Con-A ativa as APCs que, por sua
vez, induzem proliferacdo celular e consequiente producdo de citocinas. A
utilizacdo do iondforo de calcio potencializa a acdo do PMA por meio da
elevagdo dos niveis de célcio intracelular, agindo dessa forma em diversas vias

de sinalizagéo.

Modelo para evolucéo da infeccéo pelo P. brasiliensis para a forma

cronica do adulto da paracoccidioidomicose.

Apesar da existéncia de diferentes cepas de P. brasiliensis com variagao
em viruléncia, a pequena propor¢do de individuos infectados que evolui para a
paracoccidioidomicose sugere fortemente que aspectos relacionados com o
hospedeiro sdo fundamentais para a evolucdo da infeccéo para doenca.

Em nosso grupo de pacientes, a falha na ativacdo funcional de linfocitos T
por estimulo policlonal, aponta para um defeito de um mecanismo basico na
inducdo de resposta imune celular. Os dados anteriores de resposta cutanea
negativa ao DNCB e a outros estimulos sdo compativeis com falha funcional em
celulas apresentadoras de antigeno, inclusive as DCs. Observacfes em modelo
experimental murino corroboram a hipotese de defeito em células apresentadoras
de antigeno, inclusive DCs na desnutri¢do protéico-calérica (Conzen e Janeway,
1988; Niiya et al., 2007).

Da mesma forma, existem evidéncias de que o alcool regula
negativamente a expressdo de TLR-2, TLR-4 e TLR-9 em macréfagos, alem de

comprometer a diferenciacdo e maturacdo de células dendriticas (Goral e Kovacs,
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2005; Lau et al., 2006). Como o tabagismo afeta seletivamente a sinalizagdo via
TLR2 e TLR4 em macréfagos pulmonares, a associacdo de tabagismo as
condigdes ja mencionadas aumenta consideravelmente a probabilidade de uma
resposta imune efetora eficiente, especialmente no aparelho respiratorio, porta de
entrada do P. brasiliensis e sitio de infecgdo latente (Chen et al., 2007).

Evidéncias recentes de que TLR-4 expresso em epitélio de mucosa oral
desempenha papel importante em protecdo contra micose reforca a probabilidade
de que o conjunto de condi¢cBes mencionadas induza uma falha em imunidade
inata e funcdo de DCs e outras celulas acessorias (Weindl et al., 2007).

O conjunto de alteracBes em imunidade inata e células apresentadoras de
antigeno levaria a uma falha em ativacdo de linfocitos T virgens e de memoria,
inicialmente, no aparelho respiratorio. Essas condicGes levariam a uma falha no
controle de infeccdes latentes, como, por exemplo, pelo P. brasiliensis. Dados
recentes indicando que o P. brasiliensis ou a gp 43, uma proteina produzida em
grande quantidade pelo fungo, inibe a maturacdo de células dendriticas, fornece
um mecanismo possivel para a anergia cutanea e hiporresponsividade in vitro de
linfocitos T de pacientes com a forma cronica da doenca, bem com para a
reversibilidade dessas alteragcdes funcionais com o tratamento da micose (Ferreira
et al., 2004). O grande nimero de pacientes com diagnoéstico de estrongiloidiase
sugere que a funcdo de linfocitos Th2 também possa estar comprometida, tendo
em vista o papel deste tipo de linfocito T de memaria no controle de parasitoses
intestinais.

A exposicédo ao P. brasiliensis, e a associacdo de alcoolismo, tabagismo e
desnutricdo ocorrem com uma freqiiéncia muito mais alta que os casos de
paracoccidioidomicose. Além disso, em diversas doencas infecciosas e nos
modelos experimentais murinos, existem gendtipos associados a susceptibilidade.
Polimorfismos génicos, como os de genes de citocinas, ou TLRs sédo exemplos de
possiveis fatores de susceptibilidade que podem completar 0 modelo proposto

para esta forma da doenca.
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Concluséo.

Na paracoccidioidomicose, ndo se pode deixar de levar em conta a
influéncia de fatores comuns observados na maioria dos pacientes, como 0
alcoolismo, o tabagismo e a desnutricdo sobre os padrbes de resposta imune
celular ao P. brasiliensis. Em conjunto, ou mesmo isoladamente, essas condicoes
patoldgicas sdo suficientes para modular a imunidade e favorecer a instalacdo da
doenca. Modelo esquematico da patogénese da forma crbnica do adulto é

proposto na figura 6 abaixo.

P. brasiliensis
“Background”
':1 genético +

e —~

i : . Exposi'é-in -
Infecgdo porinalagdio —p 3 o
(ireas endémicas) Ccontinua Imunodeficiéncia

Complexo pulmonar primdrfic  Complexo pulmonar primaric  FORMA CRONICA
(disseminagdo linfatica) (foco quiescente) —» DO ADULTO

Figura 6. Paracoccidioidomicose: modelo para a patogénese da forma crénica do adulto.

De acordo com nossos resultados, a imunossupressdo observada nos
individuos ndo tratados ndo é causada por padrdo defeituoso especifico ao
patégeno. Estimulo antigénico persistente, auséncia ou hiporresponsividade
imunoldgica associada a variacBes nas formas de apresentacdo clinica e
cronicidade das lesbGes, aumentam a morbidade e a incapacidade fisica,

comprometendo pacientes em uma faixa etaria economicamente ativa.
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CONCLUSOES FINAIS

Tomados em conjunto, os resultados obtidos nas duas partes que
compdem essa tese, sugerem (que tanto na hanseniase quanto na
paracoccidioidomicose, alteracbes funcionais de células apresentadoras de
antigeno por moléculas dos patdgenos podem ser um elemento comum e indutor

de falha na ativacao dos linfdcitos T.
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