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Assim como em diversas infecções de caráter crônico, na paracoccidioidomicose (PCM) há

uma dinâmica interação entre parasita e hospedeiro. Estudos pertinentes demonstram claramente a

participação de células T reguladoras CD4+CD25+ naturais (Tregs) no controle das respostas imunes

a diversos patógenos, contribuindo para a persistência dos mesmos e o estabelecimento da infecção

crônica. É sabido que as Tregs suprimem a proliferação de células T efetoras, utilizam a IL-2

produzida, produzem citocinas tais como TGF-e IL-10 e expressam de maneira constitutiva

CTLA-4,. De forma interessante, tais fenômenos podem ser observados nos leucócitos de pacientes

com PCM. Assim, nós investigamos o possível envolvimento dessa população celular no controle da

resposta imune no sangue periférico e nas lesões cutâneas e de mucosa mediadas por P. brasiliensis

durante a PCM. Não observamos diferenças na freqüência de leucócitos no sangue periférico de

pacientes com PCM e indivíduos controles, exceto na população de células dendríticas

CD11c+CD1a+ (7,2 e 1,8%, respectivamente). No entanto, uma maior percentagem de células T

CD4+CD25+ co-expressando CTLA-4, GITR, TGF-de membrana ou Foxp3 com forte atividade

supressora foi observada nos pacientes quando comparada às células de indivíduos controles (94.0 x

67.5%, da inibição da resposta proliferativa de células T alogeneicas). Adicionalmente, nossos

resultados mostraram que células T CD4+CD25+ co-expressando marcadores fenotípicos, CTLA-4,

GITR, CD103, CD45RO, TGF-de superfície, Foxp3 e receptores de quimiocinas, CCR4 e CCR5,

acumulam-se nas lesões. De fato, a expressão de CCL17 e CCL22, ambos associados com a migração

de Tregs para os sítios periféricos, foi detectada nas biópsias cutâneas dos pacientes. Além disso,

78% das células T CD4+CD25+ derivadas das lesões foram TGF-. Na proporção 1:10, as células T

CD4+CD25+ isoladas das lesões de cinco dos oito pacientes analisados foram capazes de suprimir a

resposta proliferativa de células T alogeneicas mediada por PHA (a percentagem de inibição variou

de 51 a 81%) e essas lesões apresentaram granulomas compactos e organizados. De forma contrária,

as células T CD4+CD25+ incapazes de inibir a resposta proliferativa foram isoladas de pacientes cujas
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lesões apresentaram um processo granulomatoso que condiz com a forma aguda e subaguda da

PCM. Em conjunto, os dados apresentados neste estudo revelam a presença de Tregs em pacientes

infectados por P. brasiliensis, contribuindo para uma melhor compreensão dos fatores que modulam a

resposta imune sistêmica e local durante a PCM humana.



Abstract 

V

The long-term persistence of pathogens in a host is a hallmark of certain infectious diseases

including, schistosomiasis, leishmaniasis, paracoccidioidomycosis (PCM). Natural regulatory T cells

(Treg) control effector immune responses allowing the pathogen persistence. Since CTLA-4 is

constitutively expressed in Treg cells and it acts as a negative regulator of T cell activation in patients

with PCM, here we investigated the involvement of Treg in the control of systemic and local

immune response in patients with PCM. We found that the leucocytes subsets were similar in

patients and controls, except for CD11c+CD1a+ cells. However, higher frequency of CD4+CD25+ T

cells expressing CTLA-4, GITR, membrane-bound TGF-, and Foxp3 were observed in PBMC of

patients. In accordance, these cells exhibited stronger suppressive activity when compared with

those from controls (94.0 vs. 67.5%, of inhibiton of allogeneic T cell proliferation). In addition, the

data showed that CD4+CD25+ T cells expressing, CTLA-4+, GITR+, CD103+, CD45RO+,

membrane-bound TGF-, Foxp3+, and the chemokines receptors, CCR4 and CCR5, accumulate in

the P. brasiliensis-induced lesions. Indeed, the secreted CCL17 and CCL22, both associated with the

migration of Tregs cells to peripheral tissues, were also detected in the biopsies. Moreover, the

CD4+CD25+ T cell derived from lesions, most of them TGF-+, also exhibited regulatory activity in

vitro (51 to 81%, of inhibition of T cell proliferation), however, at 1:10 ratio, some of them were

functionally deficient. This functional deficit of Tregs could be related to the formation of

granulomatous process observed in these lesions. Altogether, these data provide the first evidence

that Tregs cells play a role in controlling local and systemic immune response in patients infected by

P. brasiliensis advancing our understanding of immune regulation in human chronic diseases, in

particular concern, the PCM.
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A paraccodioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica de evolução crônica e granulomatosa

cuja incidência e prevalência são expressivas em países da América Latina, onde as principais regiões

endêmicas estão localizadas no Brasil, Colômbia, Venezuela e Argentina (LACAZ & RAMOS, 1956).

A primeira evidência da PCM no Brasil foi descrita em 1908 por Adolpho Lutz e, atualmente é

definida como um importante agravo de saúde no Brasil. Esta doença é a oitava causa de mortalidade

dentre as doenças infecciosas e parasitárias e, dentre as micoses sistêmicas, apresenta-se com a mais

elevada taxa de mortalidade (1,45/milhão de habitantes) sendo considerada endêmica em áreas não-

metropolitanas, interioranas e rurais. Esta doença se sobressai entre o sexo masculino em relação ao

feminino (562 homens/100 mulheres) com na faixa etária de 30 e 59 anos (COUTINHO, 2002).

O agente etiológico da paracoccidioidomicose, Paracoccidioides brasiliensis, é um fungo

assexuado e dimórfico que depende, exclusivamente, de alterações da temperatura e/ou nutrientes

para a expressão de sua morfologia. Suas estruturas são caracterizadas pela forma de leveduras nos

tecidos do hospedeiro ou em culturas in vitro, a 33-37oC, ou pela forma micelial que vive no solo,

água e em plantas, à temperatura ambiente, 22-28oC, sendo considerada a forma infectante (SAN

BLAS & SAN BLAS, 1985; 1994; PARIS et al., 1985). A conversão da forma micelial à leveduriforme

reflete um efeito adaptativo para o aumento de resistência do microorganismo necessário para a

sobrevivência do parasita no hospedeiro mamífero (DA SILVA et al., 1994).

A infecção do hospedeiro humano ocorre comumente pela via respiratória, quando

propágulos do fungo alcançam os bronquíolos terminais e alvéolos pulmonares (RESTREPO et al.,

1986; DOMER et al., 1992; MONTENEGRO & FRANCO, 1994). Assim, o estabelecimento da

doença, com lesões primárias mais freqüentes nos pulmões, marca a transformação do fungo da

forma miceliana saprofítica à forma de levedura (patogênica) a qual não se restringe às superfícies do

organismo, causando lesões em tecidos conjuntivos e em vísceras (SAN BLAS & SAN BLAS, 1985).

De fato, as lesões de pele são resultantes da disseminação hematogênica de P. brasiliensis inicialmente
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instalado no pulmão (BICALHO et al., 2001). Ademais, o comprometimento dos órgãos pode ou

não estar acompanhado pela repercussão clínica, desde que foram detectadas lesões mediadas pela

PCM apenas por meio de necrópsias em diversos tecidos, tais como vasos, coração, sistema nervoso

central, timo, baço, medula óssea e músculo estriado (DEL NEGRO, 1982).

Considera-se que as manifestações clínicas da PCM provêm da progressão de lesões

primárias, pela reativação de focos quiescentes após um período de latência (reativação endógena)

pela re-infecção exógena após prévia exposição ao agente infeccioso (MONTENEGRO &

FRANCO, 1994). Uma vez estabelecida e, dependendo dos fatores relacionados ao hospedeiro

(ROBLEDO et al., 1982) e ao fungo (SAN BLAS & SAN BLAS, 1977), a PCM-infecção pode

regredir com a destruição do parasita ou regredir com a persistência de fungos viáveis e a formação

de focos quiescentes ou latentes. Ainda, pode ocorrer a progressão da PCM, que permitirá a

proliferação e disseminação do fungo, desenvolvendo-se lesões ativas associadas a sinais e sintomas

que são reunidos em dois padrões principais, que definem as formas agudas (incluindo a subaguda) e

crônica (FRANCO et al, 1987; MONTENEGRO & FRANCO, 1994).

Na forma aguda, a doença é comumente caracterizada pela rápida progressão, gravidade e

tendência à disseminação linfática e hematogênica com grande quantidade de fungos originando

lesões secundárias e viscerais, principalmente no baço, fígado e medula óssea. Nessa forma clínica da

doença, as lesões cutâneas são relativamente comuns, encontrando-se ainda lesões na mucosa oral,

ósseas e outras menos freqüentes. O acometimento pulmonar é raro, apenas em 5-11% dos pacientes

(FRANCO et al., 1987; MENDES, 1994; SIDRIM & ROCHA, 2004).

Na forma crônica, o comprometimento pulmonar, da mucosa orofaringeana e das vias

respiratórias caracteriza as manifestações clínicas da doença. Os pacientes com imunidade menos

deficitária apresentam doença geralmente menos grave, com lesões localizadas ou que envolvem mais

de um órgão ou sistema e são caracterizadas pela tendência à formação de granulomas epitelióides
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bem definidos, onde fungos estão contidos (FRANCO et al., 1993; MENDES, 1997; 1994). Essa

forma clínica parece ser uma conseqüência da reativação de focos primários quiescentes após um

período de latência de P. brasiliensis (PERAÇOLI et al., 1982; MENDES, 1994).

Assim como em diversas doenças infecciosas e parasitárias, na PCM ocorre uma dinâmica

interação entre parasita e hospedeiro. Nessa influência mútua, fungo-hospedeiro, há o envolvimento

das propriedades do agente infeccioso que favorecem sua implantação e ocasionam o

comprometimento do hospedeiro e, por outro lado, os mecanismos de defesa do hospedeiro que se

opõe a esses processos. A virulência do agente infeccioso, envolvendo suas características físicas e

químicas, a quantidade e o número de contatos fungo-hospedeiro influenciam e exercem um papel

relevante nos eventos iniciais deste processo (PERAÇOLI & SOARES, 1992; SAN BLAS, 1993).

Nessa interação, que leva à geração de complexos fenômenos inflamatórios e imunológicos,

diferentes populações celulares estão envolvidas e são ativadas no sentido de desempenharem papel

efetor direto contra o parasita ou de participarem dos mecanismos imunoregulatórios

desencadeadores após o hospedeiro ser infectado (PERAÇOLI & SOARES, 1992). Dados obtidos

de estudos clínicos de pacientes com PCM assim como os estudos com animais de experimentação

demonstram que mecanismos da imunidade inata e da imunidade adquirida são importantes para o

controle desta infecção fúngica (MUSSATI et al., 1994; PERAÇOLI, 2000)

Células fagocíticas, a exemplo do que ocorre na maioria das doenças infecciosas, estão

envolvidas na resposta imune inata a P. brasiliensis. O fungo, seus componentes metabólicos e

somáticos, assim como os constituintes de parede celular são capazes de ativar o sistema

complemento e induzir a quimiotaxia de neutrófilos, participando da imunidade inata durante a PCM

(CALICH et al, 1979; CROTT et al., 1993; PINA et al. , 2006). De fato, tais células estão presentes nos

sítios inflamatórios durante estágios iniciais da doença bem como nos granulomas desenvolvidos em

humanos e animais de experimentação (FRANCO & MONTENEGRO, 1994; GONZALEZ et al.,
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2003). Tanto leucócitos polimorfonuclares humanos quanto murinos, além de induzirem a constante

migração de fagócitos através da liberação de fatores quimioatraentes no microambiente

inflamatório, são ativados por citocinas como TNF-, induzida por constituintes polissacárides da

parede celular fúngica (FIGUEIREDO et al., 1993), IFN-, GM-CSF, IL-1e exercem uma atividade

fungicida e fungistática sobre as leveduras de P. brasiliensis, podendo desempenhar papel crítico na

resistência do hospedeiro na fase inicial da infecção (KURITA et al., 1999; 2000; 2005).

Nesse contexto, vários estudos vêm demonstrando com ênfase à participação do IFN-e

TNF-no desenvolvimento de uma resposta imune protetora à infecção experimental por P.

brasiliensis (CANO et al., 1998; SOUTO et al., 2000, CALVI et al., 2003; 2003). Calvi et al. (2003)

primeiramente demonstraram que monócitos do sangue periférico assim como células do lavado

broncoalveolar (predominantemente macrófagos) de pacientes com PCM liberam altos níveis de

TNF-, importante em potencializar as ações fungicidas ou fungistáticas contra P. brasiliensis. Ainda,

esses parâmetros de ativação dos macrófagos estão elevados quando as células foram ativadas com

IFN-e TNF-, confirmando a importância do sinergismo de tais citocinas na doença humana.

Entretanto, a persistente interação de antígenos fúngicos com o sistema imune do hospedeiro

pode induzir distúrbios imunoregulatórios relacionados à supressão da atividade fungicida de células

fagocitárias (PERAÇOLI, 2000). Assim, componentes fúngicos, tais como -glucana presente na

parede celular de P. brasiliensis, favorecem a permanência do fungo perante aos mecanismos de defesa

do hospedeiro, contribuindo para o desenvolvimento da doença (KUROKAWA et al., 1998). A

inibição na produção de citocinas pró-inflamatórias e, conseqüentemente, a indução de citocinas com

atividade supressora por células presentes no microambiente, são relevantes na regulação da fase

inicial da infecção e um fator preponderante no estabelecimento e contenção do fungo. Cabe

salientar, que não somente na infecção por P. brasiliensis, mas também em diversas infecções fúngicas,
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parasitárias, virais e em processos patológicos que levam ao desequilíbrio homeostático do sistema

imune, os mecanismos regulatórios são primordiais no sentido de evitar uma resposta exacerbada e

dano tecidual.

Embora no hospedeiro humano haja uma complexidade de mecanismos moduladores e de

fatores externos que interferem com o estabelecimento e desenvolvimento da PCM, estudos, já bem

definidos em modelos experimentais, têm mostrado uma correlação entre o padrão da resposta

imune celular, Th1, com uma menor gravidade da doença (ROBLEDO et al., 1982; CANO et al.,

1998; KASHINO et al., 2000; SOUTO et al., 2000; PINA et al., 2004). Deste modo, uma resposta

imune mediada por células exerce um papel relevante para o bom prognóstico da PCM, levando

muitas vezes à eliminação do agente infeccioso (ROBLEDO et al., 1982). Em contrapartida,

alterações imunológicas em indivíduos infectados, como a depressão generalizada da resposta imune

celular acompanhada pela hiper-reatividade da resposta imune humoral caracterizam justamente a

forma mais grave da doença que pode resultar na multiplicação do fungo (MOTA et al., 1985;

MUSSATTI et al., 1994, BENARD et al., 1996). Portanto, há uma correlação entre a gravidade da

forma clínica e o nível de imunossupressão na PCM (MOTA et al., 1985).

De fato, pacientes com uma forma disseminada, quando comparado àqueles com a forma

moderada da doença, apresentam altos níveis de IL-4, IL-5, IL-10, TGF-assim como a produção

de anticorpos, IgE e IgG4, acompanhado de baixos níveis de IFN-(BENARD et al., 2001;

OLIVEIRA et al., 2002; BAIDA et al.,1999; MAMONI et al., 2002; 2005). De forma contrária, uma

resposta típica do padrão Th1, com predomínio da produção de IFN-e TNF-e níveis basais de

IL-4, IL-5 e IL-10 é observada em indivíduos saudáveis que vivem em áreas endêmicas e não

desenvolvem a doença, apesar de apresentarem reatividade aos antígenos de P. brasiliensis, quando

submetidos ao teste da reação de hipersensibilidade do tipo tardia (OLIVEIRA et al., 2002).
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Essa heterogeneidade de apresentação da PCM não se limita à forma sistêmica, mas nas

lesões induzidas pela presença de P. brasiliensis. Pagliari e Sotto (2003) mostraram que a presença de

células produtoras de IFN-é predominante nas lesões de pele que apresentam granulomas

definidos, contudo nas lesões com granulomas frouxos assim como aquelas com granulomas de

ambos tipos (frouxos e definidos), a presença de células produtoras de IL-4 e IL-10 é predominante.

Embora exista uma expressiva correlação entre a gravidade da PCM e o nível de resposta

imune celular do hospedeiro, pacientes com essa doença freqüentemente apresentam uma depressão

da resposta proliferativa de seus linfócitos frente a mitógenos assim como a vários antígenos

incluindo antígenos provindos de P. brasiliensis (BENARD et al., 1996; 1997; OLIVEIRA et al., 2002;

CAMPANELLI et al., 2003). Ainda que não completamente esclarecidos, têm-se avaliado alguns

parâmetros imunológicos que podem indicar os mecanismos envolvidos em distúrbios

imunonoreguladores durante a progressão desta micose, tais como: a produção de óxido nítrico

(BOCCA et al., 1998; SOUTO et al., 2000; NASCIMENTO et al., 2002), baixa produção de IL-2

(REZKALLAH-IWASO et al., 1992) e IL-12p70 (ROMANO et al., 2002), distúrbios na produção de

citocinas por células T (BENARD et al., 2001), a presença de imunocomplexos circulantes

(ARANGO et al., 1982), aumento da sinalização inibitória via CTLA-4, assim como o aumento da

apoptose em células recém-isoladas ou cultivadas com antígenos de P. brasiliensis (CACERE et al.,

2002; CAMPANELLI et al., 2003).

Além desses fatores acima descritos, altos níveis séricos e expressão de TGF-em amostras

de pacientes com PCM (MAMONI et al., 2002, 2005) também estariam relacionados com esse

quadro de imunossupressão. TGF-também está presente no sobrenadante de culturas de PBMC e

de monócitos de pacientes infectados quando comparado às células de indivíduos saudáveis

(CAMPANELLI, 2003; PERAÇOLI, 2000). Assim como TGF-, IL-10 encontra-se no tecido

cutâneo de lesões induzidas por P. brasiliensis e em PBMC de pacientes infectados (BENARD et al.,
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2001; CAMPANELLI, 2003; PAGLIARI & SOTTO, 2003; OLIVEIRA et al., 2002, MAMONI et al.,

2005), ainda, essa citocina está envolvida com a baixa produção de IFN-e IL-12p70 observada

durante a PCM humana (ROMANO et al., 2002; 2005). A presença destas citocinas é descrita por

modular a função das células apresentadoras de antígenos e/ou inibir a produção de citocinas, IFN-

e TNF-, por células Th1 através do contato entre célula efetora e célula reguladora (Treg)

(SHEVACH, 2002; BELKAID et al., 2002).

A sinalização inibitória via CTLA-4 está envolvida com a modulação da resposta imune dos

pacientes infectados com P. brasiliensis. Campanelli et al . (2003) elegantemente mostraram que a

ausência de resposta de células T não está associada ao desequilíbrio na produção de citocinas (IFN-

, IL-4, IL-10) ou ausência na expressão de CD28, no entanto, uma alta freqüência dessas células,

recém isoladas ou cultivadas com antígenos fúngicos, expressam CTLA-4, fosfatidil serina (Anexin

V), moléculas ligantes de indutores de morte celular por apoptose, FAS (FAS-L) e secretam TGF-.

A adição de anticorpos neutralizantes anti-FasL e anti-CTLA-4 resulta em um aumento na produção

de IFN-por células T cultivadas com antígenos do fungo. Além disso, o bloqueio de ambas

moléculas simultaneamente, mas não de TGF-, leva a um significativo aumento da proliferação

celular.

Em conjunto, os dados acima sugerem claramente a participação de outros mecanismos

supressores envolvidos no desenvolvimento e estabelecimento da PCM humana. Embora haja

controvérsias com relação aos fatores envolvidos na função efetora de células T reguladoras

CD4+CD25+ naturais (Tregs), a função e homeostasia dessas células está relacionada com a

expressão constitutiva de CTLA-4 e de fatores solúveis como TGF-e IL-10. Ainda, tais células têm

sido descritas estarem envolvidas no estabelecimento de infecções crônicas (MILLS, 2004;

BELKAID & ROUSE, 2005), reforçando a suposição de que células Tregs estão presentes nas lesões
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de indivíduos infectados por P. brasiliensis e contribuem, sobremaneira, para a persistência dos

mesmos.

A hipótese de que uma sub-população de células T induzida naturalmente e capaz de

suprimir os efeitos de uma resposta auto-imune foi primeiramente proposta por Gershon em 1975.

A concepção da existência dessas células foi através de estudos que identificaram uma sub-população

de células T CD4+ periféricas que desempenham um papel essencial na regulação das respostas

imunes. Anos mais tarde, em 1995, Sakaguchi et al. mostraram que tais células co-expressam de

maneira constitutiva e a cadeia do receptor de IL-2 (CD25), e só recentemente uma população

com propriedades fenotípicas e funcionais semelhantes foi observada no sangue periférico de

humanos (JONULEIT et al ., 2001; DIECKMANN et al., 2001; NG et al., 2001; LEVINGS et al.,

2001). A eliminação ou inativação destas células resulta no desenvolvimento de doenças auto-imunes,

tais como gastrites, diabetes mellitus dependente de insulina, colites e artrites, e acentua a resposta

imune contra aloantígenos, alérgenos e tumores (SAKAGUSHI et al., 1995; ITOH et al., 1999;

SHEVACH, 2000; 2002; SAKAGUCHI et al., 2001).

As células Tregs CD4+CD25+ naturais constituem uma população homogênea derivada do

timo (SURI-PAYER et al., 1998), inicialmente descritas serem inertes a estimulação via TCR, mas

necessitam da ativação via este receptor para se tornarem ativas e exercerem sua função

(THORNTON & SHEVACH, 1998; SHEVACH, 2002). Uma vez ativadas, pressupõe-se que sua

função reguladora seja dependente do contato célula-célula e/ou fatores solúveis como TGF-e IL-

10 e exerçam essa propriedade de maneira antígeno inespecífica (THORNTON & SHEVACH,

2000; NG et al., 2001; SHEVACH, 2002; DIECKMANN et al., 2002; LEVINGS et al., 2002), embora

cresçam evidências de regulação antígeno específica mediada por Tregs naturais (TANCHOT et al.,

2004; NISHIMURA et al., 2004; BELKAID & ROUSE, 2005; SUFFIA et al., 2006).



 Introdução 

10

As citocinas que compartilham o receptor , tais como IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, são

necessárias ao desenvolvimento tímico das Tregs, sendo a IL-2 essencial para

sobrevivência/manutenção delas nos sítios periféricos (MALOY & POWRIE, 2005). Assim, a

presença de IL-2 secretada por células T convencionais é necessária para a função e sobrevivência

das Tregs CD4+CD25+, que por sua vez são capazes de suprimir a ativação de células T

efetoras/respondedoras (THORNTON & SHEVACH, 1998, SAKAGUSHI, 2005; MALOY &

POWRIE, 2005; FEHÉRVARI et al., 2006). Além da presença de IL-2, é suposto que a interação

B7/CD28 é necessária para a homeostasia das Tregs, uma vez que o bloqueio de CD28 foi

correlacionado à drástica redução da população de células T CD4+CD25+ e a exacerbação da doença

em NOD (TANG et al., 2003).

Sabe-se que outros subtipos de células com função reguladora podem ser induzidos na

periferia após o desenvolvimento de uma resposta imune. Essas células são diferenciadas a partir de

células T convencionais, porém suas características fenotípicas diferenciam-se das Tregs naturais. As

células T reguladoras tipo 1 (Tr1) são células provenientes de células T “naives” convencionais e,

dependem, exclusivamente de IL-10, para sua diferenciação e função. Além das Tr1, as denominadas

Th3, estão envolvidas nas respostas relacionadas à tolerância oral e exercem seu papel supressor

através da secreção de TGF-(revisto por MILLS, 2004). Adicionalmente a estas populações já bem

definidas, as Tregs CD4+CD25+ naturais podem exercer sua função de modo indireto, induzindo a

diferenciação de células T reguladoras antígeno-específica produtoras de IL-10 (MEKALA et al.,

2005). Visto que a presença das citocinas TGF-e IL-10 é comum entre as sub-populações de Tregs,

naturais e induzidas presentes nos sítios periféricos, a caracterização de marcadores fenotípicos é a

ferramenta mais apropriada para distinguir tais populações.

Várias moléculas de superfície tais como CD103, CD62L, CD45RO (CD45RB low em

camundongos), dentre outras como TGF-ancorado à membrana (revisto por NAKAMURA et al.,
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2001; FEHÉRVARI & SAKAGUCHI, 2004; OSTROUKHOVA et al., 2004), podem caracterizar as

células Tregs naturais. A molécula CTLA-4 é expressa de maneira constitutiva nessa população de

Tregs (TAKAHASHI et al., 2000), diferentemente das células T convencionais onde é expressa de

maneira estritamente regulada (LINSLEY et al., 1992). Embora os mecanismos pelos quais as Tregs

exercem sua função ainda resultam em controvérsias, parece pertinente não descartar a importância

dos sinais que resultam da ligação desta molécula ao seu ligante, CD80 ou CD86 nas células

apresentadoras de antígenos (APC) ou em células T convencionais, para a indução de sua atividade

reguladora.

De fato, a população de células CD4+CD25+CTLA-4+ apresenta forte atividade reguladora in

vitro e o bloqueio de CTLA-4 reduz sua atividade em camundongos (MANZOTTI et al., 2002;

READ et al., 2000; TAKAHASHI et al., 2000; BIREBENT et al. 2004; TANG et al., 2004). Contudo,

alguns trabalhos mostraram que a ausência de CTLA-4, utilizando-se anticorpos bloqueadores, não

impede a atividade das células T CD4+CD25+ em humanos (JONULEIT et al., 2001; LEVINGS et

al., 2001; DIECKMANN et al., 2001; NG et al., 2001; STEPHENS et al., 2001) o mesmo sendo

observado em camundongos deficientes desta molécula (TAKAHASHI et al., 2000). Quanto à

interação CTLA-4, CD80 e CD86 na superfície de células dendríticas, há ativação da enzima

indoleamina 2.3-dioxigenase (IDO) que induz a secreção de metabólitos que resultam na supressão

da resposta proliferativa e inibição da produção de citocinas por células T efetoras (MUNN et al.,

2004; BRUSKO et al., 2005).

Dentre as moléculas presentes na superfície das Tregs, o receptor induzido por

glicocorticóide (GITR), pertencente à família do TNFR, quando acoplado ao seu ligante, regula a

produção de citocinas e a proliferação celular (RONCHETTI et al., 2002). GITR é constitutivo em

células T CD4+ convencionais (T CD25-) em repouso e altamente expresso somente nas células T

CD4+CD25+. Contudo, um aumento significativo na expressão de GITR pode ocorrer após ativação
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das células T CD25- (SHIMIZU et al., 2002; McHUGH et al., 2002). Seu ligante, GITR-L, é expresso

na superfície de APC e alguns subtipos de linfócitos B e, embora ainda em discussão, sugeriu-se ser

também expresso em células T ativadas (TONE et al., 2003). Quanto ao papel de GITR na função

das Tregs, pesquisadores propuseram, em modelo murino, que o bloqueio da mesma impede a

atividade reguladora in vitro e in vivo (SHIMIZU et al., 2002). De forma contrária, foi demonstrado que

a expressão de GITR poderia influenciar a hiporresponsividade de células T CD4+CD25- e não

somente sobre as Tregs (PICCIRILLO & THORNTON, 2004). Assim, os estudos relacionados às

interações de GITR e seu ligante na supressão mediada pelas Tregs permanecem por serem

esclarecidos.

É indubitável a importância de se identificar marcadores específicos presentes em células

Tregs CD4+CD25+ naturais que facilitem a identificação e manipulação das mesmas. A expressão do

gene Foxp3, o qual codifica um fator de transcrição pertencente à família FOX (do inglês “forkhead

box”), é necessária no ambiente tímico durante o desenvolvimento e diferenciação da população de

Tregs naturais (revisto por COFFER & BURGERING, 2004), contudo, o mecanismo molecular

responsável pela regulação de sua expressão e função permanece por se esclarecido. A princípio,

HORI et al. (2003) e FONTENOT et al. (2003) observaram que Foxp3 não era expresso em células

TCD4+ diferenciadas, Th1 e Th2, caracterizando-o como um marcador altamente específico às Tregs

naturais. Entretanto, atualmente é sabido que a expressão desse gene não se restringe somente a essa

população celular (O’GARRA & VIEIRA, 2004), uma vez que células T CD4+CD25-, na presença de

TGF-, expressam Foxp3 tornando-as funcionalmente similares às Tregs (CHEN et al., 2003;

HUBER et al., 2004) impedindo o desenvolvimento de respostas auto-imunes e suprimindo a

proliferação de células T (revisto por FONTENOT et al., 2005). Cabe salientar que a expressão de

Foxp3 em células T CD4+CD25- é cerca de 100x menor que a expressão em Tregs CD4+CD25+

naturais (revisto por COFFER & BURGERING, 2003).
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Além da importância de se entender as características fenotípicas das Tregs, a migração das

mesmas aos locais onde exercem seu efeito supressor sobre a resposta imune é outro relevante

aspecto a ser compreendido. As Tregs CD4+CD25+ foram identificadas nos tecidos linfóides,

incluindo timo, baço e linfonodos assim como no sangue periférico. Recentes publicações sugerem

que tais células, de fato, migram através dos tecidos linfóides e entram nos sítios inflamados,

particularmente sob condições patológicas (revisto por HUEHN & HAMANN, 2005).

Tais células expressam os receptores de quimiocinas CCR4, CCR8 e CCR5 (IELLEM et al.,

2001; NG-CASHIN et al., 2003; WYSOCKI, et al., 2005). Lee et al. (2005) demonstraram que a

tolerância ao alo-enxerto é dependente do recrutamento de células T reguladoras

CD4+CD25+Foxp3+ mediado pelo receptor CCR4 e seu ligante CCL22. De forma similar, a

migração das Tregs em direção ao sítio tumoral foi dependente da quimiocina CCL22 produzida por

macrófagos locais (CURIEL et al., 2004). Assim, a detecção de fatores quimiotáticos envolvidos no

acúmulo de células Tregs nas lesões de pacientes infectados com P. brasiliensis é de suma importância.

Após a migração das Tregs aos sítios periféricos e, dependendo do microambiente ali

presente, tais células exercem suas funções. Quanto ao papel de citocinas em mediar a função das

células Tregs CD4+CD25+, alguns estudos falharam em detectar a produção de IL-10 e TGF-por

células Tregs naturais humanas, enquanto outros, claramente demonstram a secreção destas citocinas

em resposta a uma variedade de estímulos (THORNTON & SHEVACH, 1998; SAKAGUCHI,

2000; TAKAHASHI, et al., 2000; ANNACKER et al., 2001; SHEVACH, 2002). Embora haja

controvérsias quanto ao envolvimento de fatores solúveis como mediadores da função supressora

das células T CD4+CD25+, a presença desses promovem a sobrevivência e retenção das Tregs nos

sítios periféricos (HUBER et al., 2004; BELKAID & ROUSE, 2005).

É claro o papel de células T CD4+CD25+ no controle e mantenção da homeostasia do

sistema imune. Entretanto, contrário ao que se propunha inicialmente, a ação das Treg não se limita
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apenas a antígenos próprios, podendo se estender a agentes infecciosos, contribuindo para

persistência dos mesmos e o estabelecimento da infecção crônica. Assim, a ação das Tregs poderia

limitar as lesões induzidas pela infecção, mas prolongar a sobrevivência do patógeno no hospedeiro

(revisto por MILLS et al., 2004, BELKAID & ROUSE, 2005). De fato, as células T CD4+CD25+

naturais estão envolvidas em diversas infecções crônicas: na leishmaniose humana (CAMPANELLI

et al., 2006) e experimental (BELKAID et al, 2002; JI et al., 2005), na infecção por Schistosoma mansoni

(MCKEE & PEARCE, 2004; HESSE et al., 2004; BAUMAGART et al., 2006), por Plasmodium

falciparum (WALTHER et al., 2005), em diversas infecções bacterianas e virais, como por exemplo,

Helicobacter pylori (RAGHAVAN et al., 2003), Mycobacterium tuberculosis (GUYOT-REVOL et al., 2006),

HIV (ANDERSSON et al., 2005), Hepatite C (BOYER et al., 2004), respectivamente. Nas infecções

fúngicas experimentais por Candida sp, a presença de células T CD4+CD25+ é descrita como

responsável por suprimir uma exacerbada reação inflamatória no pulmão, contribuindo para

persistência do parasita (MONTAGNOLI et al ., 2002). De forma interessante, dados do nosso

laboratório mostraram que na infecção experimental por P. brasiliensis a presença das Tregs nos

pulmões contribuem para a disseminação fúngica, uma vez que na ausência do receptor de

quimiocina CCR5, os animais controlam eficientemente o crescimento fúngico e apresentam

pequena quantidade de células CD4+CD25+ com características fenotípicas similares às Tregs

(MOREIRA et al., MS em preparação).

Desde que a amplitude da resposta imune é determinada pelo equilíbrio entre a estimulação

de células efetoras e mecanismos reguladores, um melhor entendimento no que se concerne à

presença, localização e função das Tregs CD4+CD25+ no controle da ativação de células T durante as

respostas imunes a diversos patógenos é de extrema relevância. De forma notável, o desequilíbrio no

número e/ou função de tais células contribui para uma resposta inflamatória exacerbada seguida de



 Introdução 

15

dano tecidual ou, na supressão dos mecanismos efetores da resposta imune resultando na reativação

do foco latente ou crônico.

Estas evidências abrem novas perspectivas ao estudo do papel de células Tregs CD4+CD25+

na PCM humana, assim como em outras doenças infecciosas de caráter crônico. A compreensão dos

fatores que contribuem para a modulação da resposta imune durante a infecção humana por P.

brasiliensis foi o que almejamos no presente estudo.
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Investigar a possível participação de células T CD4+CD25+ reguladoras (Tregs) no controle da

resposta imune observada durante a paracoccidioidomicose humana

Detalhadamente nossos objetivos foram:

→Determinar os leucócitos presentes no sangue periférico de pacientes com

paracoccidioidomicose.

→Caracterizar o fenótipo das células T CD4+CD25+ e CD4+CD25- do sangue periférico de

pacientes com paracoccidioidomicose quanto à expressão de marcadores de Tregs naturais.

→Isolar e caracterizar, quanto à sua função, as células T CD4+CD25+ obtidas de PBMC de

pacientes infectados por P. brasiliensis.

→Caracterizar o infiltrado celular presente nas lesões, de pele e mucosa, causadas por P.

brasiliensis.

→Pesquisar as possíveis quimiocinas envolvidas no acúmulo de células Treg nas lesões

causadas por P. brasiliensis.

→Isolar e estudar a função das células T CD4+CD25+ presentes nas lesões de pacientes com

paracoccidioidomicose.
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1. Amostra populacional – identificação e seleção de pacientes e indivíduos controles sadios

Foram utilizadas amostras de sangue de pacientes com paracocccioidomicose (PCM), os

quais apresentavam diferentes quadros clínicos da doença. Dentre os 44 pacientes inseridos neste

estudo, 25 deles foram submetidos à coleta de uma biópsia de pele ou mucosa no ambulatório e

enfermaria de Moléstias Infecciosas do Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Ribeirão Preto –

USP pelo Prof. Dr. Roberto Martinêz, após análise criteriosa dos dados clínicos contidos no

prontuário médico. A faixa etária dos pacientes variou dos 21 aos 71 anos, 41 deles eram do sexo

masculino e 3 do sexo feminino. Com exceção de 2 pacientes, todos foram positivos na pesquisa de

anticorpos anti-P. brasiliensis na reação de imunoeletroforese confirmando-se a infecção fúngica,

também confirmada por exame histopatológico ou por isolamento de P. brasiliensis em cultura. As

biópsias das lesões foram analisadas no Departamento de Patologia do Hospital das Clínicas, àquelas

em que não se detectou estruturas de P. brasiliensis não foram incluídas ao grupo de estudo. Ainda,

pacientes em tratamento com antifúngicos ou que apresentaram co-infecções foram excluídos deste

estudo.

Como indivíduos controles, normais, foram utilizadas amostras de sangue de 18 doadores de

sangue do Hemocentro do HC de Ribeirão Preto. Amostras soro positivas para AIDS, hepatite B,

hepatite C, Doença de Chagas, Síflis e HTLVI e II foram excluídas do estudo. Dentre os indivíduos

controle, 13 eram do sexo masculino e 5 do sexo feminino, com idade variando dos 22 aos 35 anos.

Como biópsias controle, foi utilizado tecido cutâneo de indivíduos submetidos à cirurgia plástica no

HC da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP.

Os pacientes foram esclarecidos com relação à coleta de sangue e biópsia e, após o

consentimento dos mesmos a coleta de ambos foi realizada. O trabalho foi aprovado pelo Comitê de

Ética em Pesquisa do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, USP

(processo HCRP #487/2001).
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2. Estabelecimento da cultura de P. brasiliensis e obtenção dos antígenos utilizados como estímulo

A amostra 18 do fungo foi obtida no laboratório de Microbiologia do Hospital das Clínicas

da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – USP (FMRP-USP). As leveduras cultivadas em ágar

Fava-Netto foram transferidas para novos frascos e mantidas em cultura por um período de 10 dias.

Em seguida, as células fúngicas foram colhidas, lavadas em tampão fosfato estéril (PBS pH 7,2).

Após centrifugação, as leveduras foram distribuídas em tubos “eppendorf” de 1,5ml contendo 1ml

de PBS e submetidas à agitação do “vortex” à temperatura ambiente por 30 segundos. A solução foi

centrifugada a 150 x g por 10 min, o sobrenadante coletado e armazenado a -20oC. A dosagem

protéica foi realizada utilizando-se kit comercial (ácido bicincôninico, Pierce, Rockford, IL, USA).

Durante a expansão das células T CD4+CD25+ e T CD4+CD25- isoladas do sangue de pacientes,

utilizamos a concentração de 10g/ml desses antígenos de membrana e secretados (sPbAg).

3. Anticorpos

Neste estudo, foram utilizados anticorpos de camundongos conjugados à proteína clorofila-

peridinina (PercP) (FL3), ficoeritrina (PE) (FL2), isotiocianato de fluoresceína FITC (FL1) e

purificados anti: CD3 (UCHT1, IgG1,k), CD28 (CD28.2, IgG1,k), CD4 (RPAT4, IgG1,k), CD8 (RPA-

T8, IgG1,k), CD14 (M5E2, IgG2a,k), CD19 (HIB 19, IgG1,k), CD25 (M-A251, IgG1,k), CD11c (B-ly6,

IgG1,k), CD1a (HI149, IgG1,k), CD152 (BNI3, IgG2a,k), CD45RO (UCHL1, IgG2a,k), CCR4 (1G1,

IgG1,k), IL-10 (JES3–19F1, IgG2a), IFN-(4S.B3, IgG1,k) e os adequados isotipos controle de

camundongo e de rato (todos provenientes de BD PharMingen, San Diego, CA). Os anticorpos

monoclonais anti-GITR/TNFRSF18 (110416, IgG1) and anti-CCR5 (CTC5, IgG1) conjugados a PE

e os anticorpos biotinilados anti-TGF-1 LAP (27240, IgG) e anti-TGF-3 (4492, IgG1) foram

obtidos da R&D Systems (Minneapolis, MN). O anticorpo anti-CD103 conjugado a PE (B-Ly7) e o
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anticorpo policlonal anti-Foxp3 humano foram obtidos da eBioscience (San Diego, CA) e Abcam

Inc (Cambridge, MA), respectivamente. Os anticorpos contra os ligantes de quimiocinas humanas

(CCL17, CCL22) e Foxp-3 foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) e, Abcam

Inc, respectivamente.

4. Obtenção dos leucócitos humanos

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram obtidas de indivíduos saudáveis

ou de pacientes com paracoccidiodomicose. Após a coleta, o sangue foi diluído em igual volume de

PBS, à temperatura ambiente. Essa mistura foi aplicada em gradiente de Ficoll-Hypaque (Pharmacia

Biotech, Uppsala, Sweden), 1.077g/ml, e centrifugada a 400 x g por 30 min, à temperatura ambiente.

A interface obtida, contendo PBMC, foi coletada, centrifugada por 10 minutos a 150 x g e lavadas

duas vezes. Após esse procedimento, o sedimento foi ressuspenso em 2 a 3 ml de meio RPMI-1640

(Gibco-BRL Life Technologies, Grand Island, NY) suplementado com 10% de soro bovino fetal

inativado e os leucócitos contados através da câmara de Neubauer. A concentração das células foi

ajustada, seguida pela marcação com os anticorpos específicos para análise fenotípica por citometria

de fluxo e/ou preparadas para purificação das sub-populações de células T.

5. Isolamento dos leucócitos presentes das lesões mediadas por P. brasiliensis

Após a coleta das biópsias provenientes das lesões de pele ou mucosa, o fragmento foi

incubado durante 1h a 37°C em RPMI-1640, adicionado de antibióticos (100U/ml de penicilina,

100g/ml de streptomicina e 500g/ml de gentamicina) e 50g/ml of liberase CI enzyme blend

(Boehringer Ingelheim Chemicals, Inc. Petersburg, VA). Após esse período, os fragmentos foram

processados por 4 minutos, em uma solução de RPMI-1640 suplementado com 10% de soro bovino
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fetal contendo 0.05% DNase I (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), utilizando Medimachine (BD

Biosciences, San Jose, CA) de acordo com as instruções do fabricante. As células colhidas foram

passadas através de um filtro especial, Filcon (BD Biosciences), com poro de 20-µm, lavadas e a

viabilidade celular determinada por exclusão do azul de tripan a 2%. As células foram contadas

através da câmara de Neubauer, a concentração de células ajustada e, devido ao pouco rendimento

as células foram distribuídas em placas de cultura para expansão (item 7), para análise fenotípica

(item 9) ou para detecção de citocinas intracelulares (item 10). Cabe salientar que em alguns ensaios

foi possível realizar a análise dos marcadores fenotípicos juntamente aos ensaios de co-cultura.

6. Separação das sub-populações de células T obtidas do PBMC e das lesões

Após a obtenção das células mononucleares recém isoladas do sangue periférico ou após

expansão das células obtidas das lesões (item 7), as mesmas foram lavadas em PBS gelado acrescido

de 0,5% de BSA e 3mM de EDTA e as sub-populações de células T CD4+CD25+ e T CD4+CD25-

separadas utilizando um kit comercial proveniente da Miltenyi Biotec (Auburn, CA).

Resumidamente, as células foram primeiramente marcadas com um “cocktail” de anticorpos

monoclonais biotinilados contra tais moléculas humanas: CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56,

CD123, TCRe Glycoforina A (expresso em hemácias humanas) e, subseqüentemente a

suspensão celular foi incubada com “micro-beads” cobertas com biotina. Após 15 minutos de

incubação, as células foram lavadas, 300 x g por 10 minutos a 4-8oC e, a população CD4- foi

separada magneticamente por MACS®-“sorting” através da seleção negativa em colunas adequadas

ao número de células.

Em uma segunda etapa, as células T CD4+ previamente selecionadas foram diretamente

marcadas com “micro-beads” cobertas com anticorpos anti-CD25 e então obtida as sub-populações
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de interesse. As células T CD4+CD25+ foram selecionadas positivamente através da separação com

colunas MACS® adequadas ao número de células.

7. Expansão “in vitro”

Imediatamente após o isolamento as células T CD4+CD25+ e CD4+CD25- obtidas de PBMC

foram distribuídas em placas de cultura de fundo em U e de 96 poços (Corning Corporation

Corning, NY) e expandidas através da ativação policlonal mediada pelos poços cobertos com

0,5µg/ml do anticorpo monoclonal anti-CD3, 1µg/ml do anticorpo monoclonal anti-CD28 e

1µg/ml de fitohemaglutinina (PHA) na presença ou ausência do sPbAg (10µg/ml). Todos as

culturas foram realizadas em meio RPMI contendo 10% de soro bovino fetal adicionado de

antibióticos, anti-fúngico (100U/ml e 100g/ml de penicilina e streptomicina, respectivamente,

500g/ml de gentamicina e 5,6g/ml de anfotericina B) e 10ng/ml de citocina recombinante IL-2

humana (rhIL-2), à qual foi adicionada aos dias 2, 5 e 7 após a adição dos estímulos descritos acima.

Na segunda semana de cultura, tais células foram re-estimuladas de maneira similar à primeira

semana e, aos 15 dias após expansão, as células provindas de pacientes com PCM e de indivíduos

saudáveis foram novamente separadas com colunas MACS® e então utilizadas em ensaios de co-

cultura para verificar atividade funcional das mesmas frente à estimulação de células T alogeneicas

mediada por PHA (1µg/ml). Decorridas 48h, avaliou-se a produção de citocinas através do kit CBA

(item 10) e a resposta proliferativa medida por incorporação de timidina após 96h de cultura.

Após a separação (item 5), as células obtidas das biópsias de pacientes foram distribuídas em

cultura, placa de fundo em U com 96 poços e, devido ao pequeno número de células obtidas das

lesões, tais células foram previamente expandidas com PHA, anti-CD3, anti-CD28 e rhL-2 como

descrito acima. Após 15 dias, as células T CD4+CD25+ foram selecionadas utilizando-se “micro-

beads” como descrito no item 6 e então utilizadas no ensaios de co-cultura
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8. Co-culturas e ensaio de proliferação celular

Culturas de células T CD4+CD25+ isoladas de PBMC ou de lesões de pacientes na presença de

PBMC alogeneicas foram realizadas no intuito de verificar a propriedade reguladora/supressora de

tais células sobre a proliferação não específica de células T convencionais. As culturas foram

efetuadas em placa de fundo em U de 96 poços, numa concentração de 1x106 por ml

(1x105células/poço) de PBMC alogeneico. Tais células foram estimuladas com PHA (1g/ml) na

presença ou não de células T CD4+CD25+ (item 6 e 7), numa concentração previamente

padronizada de 1x105/ml (1x104 células/poço), resultando em uma proporção 1:10. Após um

período de 96h em incubadora umidificada a 37oC, contendo 5% CO2, as culturas foram pulsadas

com metil-H-timidina, na concentração de 0,5 Ci/poço (Amersham Biosciences Piscataway, NJ).

Depois de 12 a 16 horas, a quantidade de timidina incorporada pelas células foi determinada

utilizando-se um coletor de células (Cambridge Technology Inc, CA) e um contador de cintilação

liquida (Beckman Instruments Inc, Fullerton, CA). Dados foram expressos como média de

contagem por minuto (cpm±SEM) de culturas realizadas em triplicata e o índice de estimulação (IE)

foi calculado pelos valores resultantes da proliferação celular na presença de PHA ou PHA + células

T CD4+CD25+ ou CD4+CD25- dividido pela média dos valores resultantes da proliferação basal das

células alogeneicas (somente incubadas com meio de cultura). Adicionalmente, a percentagem de

inibição foi calculada baseando-se na proliferação do PBMC alogeneico, mediada por PHA,

cultivado na ausência das células T CD4+CD25+.
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9. Citometria de fluxo para análise fenotípica da expressão de moléculas de superfície

A análise da expressão de marcadores de superfície no intuito de caracterizar a população de

células T, B, monócitos/macrófagos, células dendríticas, bem como a caracterização fenotípica da

sub-populações de células T, CD4+CD25+ e CD4+CD25-, foi realizada em células mononucleares do

sangue periférico (obtidas de indivíduos normais ou infectados por P. brasiliensis como descrito no

item 4) e em células provenientes de biópsias de pele e mucosa (item 5). As células foram lavadas e

ressuspensas em 100l de PBS adicionado de BSA a 1% e incubadas com soro de coelho normal

diluído 2:10 (para evitar as ligações inespecíficas, por 30 minutos a 4oC) e, em seguida com 1,5g de

anticorpo monoclonal anti-CD3, CD25, CD11c conjugados a FITC, anti-CD8, anti-CD14, anti-

CTLA-4, anti-GITR, anti-CD103, anti-CD45RO, anti-CCR5, anti-CCR4 conjugados a PE, anti-CD4

conjugado a PerCP e anti-LAP (TGF-1) conjugado a biotina por 30 minutos. Adicionalmente,

anticorpos não relacionados, de mesmo isotipo, conjugados a FITC, PE ou PerCP (todos obtidos da

BD Pharmingen, San Diego, CA) foram utilizados. Após incubação com os anticorpos, as amostras

foram lavadas 2 vezes com PBS acrescido de BSA 1%, sendo centrifugadas a 250 x g por 10

minutos. Nas amostras incubadas com anticorpo anti-LAP (TGF-1) biotinilado foi utilizado

streptoavidina conjugada a PE (Gibco-BRL) por 30 minutos, 4oC, no abrigo da luz. Decorrido esse

tempo, as células foram lavadas 2 vezes com PBS acrescido de BSA 1%, sendo centrifugadas a 250 x

g por 10 minutos.

Após estes procedimentos, as amostras foram adquiridas em FACSort™ (BD

Immunocytometry Systems, Franklin Lakes, NJ) utilizando-se os canais de fluorescência 1 (FL1)

para as moléculas conjugadas a FITC, 2 (FL2) para aquelas conjugadas a PE e 3 (FL3) para a

molécula CD4 conjugada a PerCP. As análises foram realizadas usando o programa CELLQuest™

(BD Immunocytometry Systems, Franklin Lakes, NJ) os quais permitem analisar todas as células
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adquiridas (100000 por amostra proveniente de PBMC e 20000 por amostra proveniente das lesões)

ou apenas determinadas populações, individualizadas por janelas (ou “gates”) selecionadas de acordo

com os parâmetros de tamanho (FSC) e granularidade ou fluorescência (FL).

10. Marcação intracelular para detecção de citocinas e de Foxp3

A percentagem de células T CD4+CD25+ ou T CD4+CD25- positivas para citocinas, IL-10,

TGF-e IFN-ou para Foxp3 foi determinada por citometria de fluxo através de marcação

intracelular. Para a detecção de citocinas, os leucócitos isolados das lesões de pacientes infectados

(como descrito no item 5) foram ressuspensos em 100l de PBS e, primeiramente, marcados com

anticorpos anti-moléculas de superfície, CD25 e CD4, conjugados a FITC e PerCP, respectivamente,

de acordo com o protocolo descrito no item 9. Após a incubação com os anticorpos, as células

foram lavadas sucessivamente e permeabilizadas por 20 minutos em uma solução de

permeabilização/fixação (fix/perm solution; BD PharMingen) de acordo com as instruções do

fabricante. As células permeabilizadas foram lavadas com uma solução “Perm/Wash” (BD

PharMingen) e, então incubadas com anticorpos específicos: anti-hIL-10, anti-hIFN-conjugados a

PE e o anti-TGF-conjugado a biotina na diluição 5:100 por 30 minutos à temperatura ambiente,

sendo posteriormente lavadas com a solução de “Perm/Wash” e, em seguida, analisadas por

citometria de fluxo. Após as lavagens com PBS contendo 1% de BSA, as amostras incubadas com o

anti-TGF-biotinilado foram então incubadas com o complexo streptoavidina conjugada a PE

(diluído 1/2000 em PBS), incubadas a 4oC durante 30 minutos, lavadas e, em seguida, analisadas por

citometria de fluxo. Anticorpos não relacionados, de mesmo isotipo, conjugados a FITC, PE e

PerCP (todos obtidos da BD Pharmingen, San Diego, CA) foram utilizados como controle. As

amostras foram adquiridas em FACSort™ (BD Immunocytometry Systems, Franklin Lakes, NJ)
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utilizando-se os canais de fluorescência 1 (FL1) para CD25, 2 (FL2) para as citocinas e 3 (FL3) para

CD4. As análises foram realizadas usando o programa CELLQuest™ (BD Immunocytometry

Systems, Franklin Lakes, NJ) os quais permitem analisar todas as células adquiridas (20000 por

amostra) ou apenas determinadas populações, individualizadas por janelas (ou “gates”) selecionadas

de acordo com os parâmetros de tamanho (FSC) e granularidade ou fluorescência (FL).

Os gráficos representam o número absoluto de células/biópsia (x104) e a média da intensidade

de expressão das citocinas analisadas dentro das sub-populações T CD4+CD25+ e T CD4+CD25-.

Os valores referentes ao número absoluto de células/biópsia foram calculados de acordo com os

valores das percentagens obtidas por citometria de fluxo e o número de células contado na câmara

de Neubauer.

Para a detecção de células T CD4+CD25+ ou T CD4+CD25- positivas para o fator de

transcrição Foxp3 foi realizada de forma semelhante à detecção das citocinas com algumas

modificações. O anticorpo policlonal purificado de coelho anti-Foxp3 foi utilizado na concentração

de 4g/ml. Posteriormente aos 30 minutos de incubação a 4oC, as células foram submetidas a

lavagens sucessivas previamente à incubação com o anticorpo biotinilado (diluído 1/1000 em PBS)

de cabra anti-IgG de coelho proveniente da Vector Laboratories. O controle negativo para Foxp3

foi realizado através da substituição do anticorpo de interesse por PBS ou IgG não relacionada.

Após novas lavagens, com uma solução de PBS adicionado de BSA a 3%, as células foram incubadas

com o complexo streptoavidina conjugado a PE (Gibco BRL) diluídos 1/2000 em PBS. Após serem

lavadas, as células foram analisadas por citometria de fluxo como descrito anteriormente.

11. Avaliação do padrão de citocinas no sobrenadante das co-culturas por citometria de fluxo

A produção de citocinas presentes no sobrenadante das co-culturas de células T CD4+CD25+

isoladas de pacientes e PBMC alogeneicas foi avaliada utilizando-se o kit CBA para citocinas
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humanas Th1/Th2 (BDTM Cytometric Bead Array) de acordo com as instruções indicadas pelo

fabricante. O princípio desta técnica baseia-se em uma mistura de esferas de poliestileno, de

intensidades de fluorescência distintas, recobertas com anticorpos específicos para citocinas

humanas detectadas no canal FL3. A utilização de uma mistura de esferas permite a avaliação

simultânea de diversas citocinas de interesse no mesmo ensaio, empregando pequenos volumes de

amostra.

O aparelho foi ajustado utilizando o BD FACSComp Software e o BD Calibrate Beads. Esse

ajuste permite definir os parâmetros de tamanho e granulosidade adequados para o posicionamento

das esferas de captura em gráficos de tamanho versus granulosidade. Após a seleção das esferas,

procedeu-se o ajuste da intensidade de fluorescência 3 para permitir a segregação das esferas

policromáticas, apresentando diferentes intensidades de fluorescência em histogramas

unidimensionais. Para cada tubo foram adquiridos 1800 eventos dentro da região selecionada R1

(300 eventos por citocina testada). Após a aquisição das amostras, a concentração de cada citocina

presente nas amostras foi determinada através de um programa exclusivo (BD Cytometric Bead

Array Software).

12. Reações de imunohistoquímica para detecção de quimiocinas e Foxp3

O método escolhido para análise imunohistoquímica da expressão de quimiocinas (CCL17,

CCL22), e do fator de transcrição Foxp3 em tecido cutâneo de pacientes com PCM como de

biópsias controle foi o da imunoperoxidase, por meio da avidina-biotina-peroxidase.

A análise foi realizada sobre os cortes obtidos de biópsias de lesão cutânea provenientes de

pacientes com PCM, as quais foram congeladas em meio OCT (Sakura Finetek Inc., Torrance, CA) e

mantidos no nitrogênio líquido (-146.9°C). A reação de imunohistoquímica iniciou-se com o

descongelamento das lâminas contendo cortes de 5m (armazendas a -70°C), à temperatura
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ambiente, por 30 minutos. Em seguida, os cortes foram pós-fixados com acetona 100% a -20°C, por

10 minutos, e lavados em PBS 0,01M (pH 7,2). Todas as lavagens foram realizadas por três vezes

consecutivas. A peroxidase endógena dos tecidos foi bloqueada, por meio da incubação dos cortes

com água oxigenada a 3% em PBS, por 10 minutos. Posteriormente às lavagens com PBS, as

lâminas foram incubadas com avidina a 0,01% por 15 minutos; em seguida, retirou-se o excesso de

avidina e adicionou-se biotina a 0,1% por 15 minutos no intuito de bloquear a biotina endógena.

Decorridos os minutos de incubação, os cortes foram lavados com PBS, por duas vezes, e incubados

com soro de leite a 3% em água destilada (leite desnatado Molico) por 20 minutos, a fim de se obter

o bloqueio das ligações protéicas inespecíficas. Em seguida, desta vez sem as lavagens, os cortes

foram incubados com os anticorpos primários, em câmara úmida, à temperatura ambiente por 1 a

2h.

Os anticorpos monoclonais de cabra anti: CCL17, CCL22 e o anticorpo policlonal de coelho

anti-Foxp3, ambos diluídos em PBS-saponina 0,01% na concentração 1/300 para as quimiocinas e

1/200 para Foxp3. Após o período de incubação, as lâminas foram lavadas e então incubadas, à

temperatura ambiente por 45 minutos, aos anticorpos biotinilados anti-cabra e anti-coelho (1/600

em PBS) provenientes da Vector Laboratories. Depois de novas lavagens, os cortes foram incubados

com o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories) por 45 minutos, à temperatura

ambiente.

Posterior às lavagens consecutivas com PBS, procedeu-se a revelação da reação utlizando-se o

substrato revelador diaminobenzidina (Vector) em PBS, contendo 0,1% de água oxigenada 20

volumes. Decorridos 10 minutos, à temperatura ambiente, as reações foram interrompidas com água

destilada e as lâminas contra coradas com Hematoxilina de Mayer por 2 minutos, à temperatura

ambiente. Após serem lavadas com água corrente, as lâminas foram imediatamente montadas em
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meio de montagem apropriada. O controle negativo das reações foi realizado através da substituição

dos anticorpos primários por PBS ou IgG não relacionada.

Paralelamente, alguns cortes obtidos de biópsias dos pacientes infectados por P.brasiliensis

foram corados com Hematoxilina de Mayer para ilustrar o infiltrado inflamatório nessas lesões.

13. Imunofluorescência e análise por confocal

As reações de imunofluorescência para a detecção de Foxp3 e TGF-em células CD25+

foram realizadas em lesões de pele retirada por biópsia de pacientes com PCM. Os cortes provindos

de material congelado foram dispostos em lâminas de vidro previamente tratadas com poli-L-lisina e

fixados com acetona gelada por 1 minuto, já os cortes do material embebido em parafina foram

previamente submetidos à recuperação antigênica utilizando-se tampão citrato. Em seguida, ambas

lâminas foram deixadas secar à temperatura ambiente e os sítios inespecíficos bloqueados com PBS

contendo BSA 1% por 90 minutos à temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados os

anticorpos primários anti-CD25 conjugados a FITC (diluídos 1:50 em PBS), ou anticorpos

purificados anti-Foxp3 ou anti-TGF-(Santa Cruz) (diluídos 1:300 e 1:100, respectivamente, em

PBS contendo 0,01% de saponina e adicionados 50l sobre o corte). A reação foi incubada à

temperatura ambiente durante 90 minutos e, em seguida, os cortes lavados dez vezes com PBS e

então adicionado o anticorpo anti-cabra biotinilado aos cortes que foram adicionados o anti-Foxp3 e

anti-TGF-Decorridos os minutos de incubação e lavagens, foi adicionado o conjugado Texas

Red-Estreptoavidina (cor vermelha, Molecular Probes) diluído 1:1000 em PBS (50l por corte),

durante 30 minutos à temperatura ambiente protegido da luz. Os cortes foram lavados por 10 vezes

e adicionado uma solução DAPI, 100M, que marca o DNA, 50l por corte, por 5 minutos. O

DAPI foi aspirado e os cortes lavados uma vez com PBS (somente nas lâminas para detecção do
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TGF-). As lâminas foram analisadas em microscópio de fluorescência (Leica) e as imagens

processadas usando o “software” SlideBook (Intelligent Immaging Innovation, Inc. Denver, CO)

que pertencem ao Departamento de Ciências Biológicas da Faculdade de Odontologia de Bauru –

USP.

15. Análise estatística

As diferenças fenotípicas observadas nas análises por citometria de fluxo assim como as

diferenças na média da resposta proliferativa obtida nos ensaios de incorporação com metil-H-

timidina foram expressas como média ± erro padrão da média (SEM). A análise estatística foi

realizada aplicando-se o teste ANOVA seguido do teste de múltipla comparação Tukey’s e o teste

Mann-Whitney que compara 2 grupos individuais (INSTAT software, GraphPad, San Diego, CA,

USA), como indicado na legendas das figuras. Todos os valores foram considerados significativos

quando p<0,05.
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1. Caracterização fenotípica de PBMC de pacientes com PCM

Após a separação das células mononucleares do sangue periférico de pacientes com

paracoccidioidomicose e de indivíduos saudáveis, as mesmas foram analisadas quanto ao fenótipo

relacionado à população de linfócitos T e B (“gate” R1) assim como a população de monócitos e

células dendríticas (“gate” R2). As populações foram primeiramente selecionadas de acordo com os

parâmetros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) (Figura 1A) e, posteriormente, analisadas

quanto à expressão de moléculas de superfície presentes nas populações em R1 e R2. Nossos

resultados mostraram que a freqüência de células CD19+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD4+CD25+, e

CD14+ no sangue periférico de pacientes com PCM foi similar quando comparada aos indivíduos

saudáveis. Contudo, um significativo aumento na percentagem de células CD11c+CD1a foi

observado no sangue dos pacientes (p<0,05) (Figure 1B).

A proporção de células T CD3+CD4+ recém isoladas do sangue periférico de pacientes foi de

35,0±2,6% do total, sendo que 3,5±0,4% co-expressaram o receptor de IL-2 (CD25) (Figura 1B).

Nessa população, 1,1% dos linfócitos T CD4+ co-expressaram altos níveis de CD25 (variando de 0,2

a 3,4%) e representa 23,9% das células T CD4+CD25+ (Figura 1B e inserto). Valores similares foram

encontrados na população de células T CD4+ do sangue de indivíduos saudáveis, sendo que 1,2 a

6,9% co-expressaram CD25 e 0,1 a 2,8% eram CD25high (Figura 1B e inserto).

2. Caracterização do fenótipo das células T CD4+CD25+ e CD4+CD25- presentes no sangue

periférico de pacientes com PCM

Desde que a expressão de CD4+CD25+ não se limita à população de células Tregs e não

exclui a possibilidade de pertencerem à população de células T ativadas, avaliamos a expressão de

moléculas características de células Tregs naturais.
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Figura 1. Caracterização fenotípica das células mononucleares do sangue periférico de pacientes com PCM. PBMC

recém isolado de pacientes (barras preenchidas, n=31) e de indivíduos controles (barras abertas,

n=12) foram caracterizadas por citometria de fluxo. Em A, são mostradas as populações R1 e R2 que

foram selecionadas de acordo com os parâmetros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC). Em B, as

barras representam a média SEM da percentagem de leucócitos CD19+, CD3+CD4+, CD3+CD8+,

CD4+CD25+ que determinam a população de linfócitos T e B, CD14+ e CD1a+CD11c+ que

determinam as populações de monócitos e células dendríticas, respectivamente. A inserção em B

mostra a percentagem de células T CD4+ expressando altos níveis de CD25 (CD25high). *p<0.05,

significativo em relação à percentagem de leucócitos provenientes de indivíduos controles.
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A percentagem de células T CD4+CD25+ expressando CD103, CD45RO e os receptores de

quimiocinas, CCR4 e CCR5 foi similar entre os pacientes e indivíduos saudáveis. Entretanto, em

PBMC de pacientes com PCM, a população de células T CD4+CD25+ expressando CTLA-4

(19,3±5,0%), GITR (25,0±8,0), Foxp3 (7,8±1,4%) e LAP (57,8±11,2%) foi significativamente maior

que nos controles [2,60,9% para CTLA-4 (p<0,001), 6,12,9% para GITR (p<0,05), 1,91,1% para

Foxp3 (p<0,01) e 19,75,5% para LAP (p<0,05)] (Figura 2B). De acordo com a média de

intensidade de fluorescência (MIF), verificamos que as células T CD4+CD25+ de pacientes

expressaram altos níveis de CTLA-4 (82,514,2) e de LAP (60,112,6) quando comparados às células

de indivíduos controles (30,13,9 e 19,42,8; respectivamente) (p<0.05).

Em adição à análise fenotípica da sub-população de células T CD4+CD25+, avaliamos a sub-

população de células T CD4+CD25- (Figura 2C). A percentagem de células T CD4+CD25- co-

expressando CTLA-4 (1,20,5%), GITR (1,20,4%), CD103 (2,00,7%), CD45RO (43,60,4%),

CCR4 (19,92,0%), CCR5 (1,60,4%), Foxp3 (1,40,9%) ou LAP (8,94,5%) foi significativamente

menor (p<0,001) nessa sub-população quando comparada à sub-população de células T CD4+ que

co-expressa CD25. Cabe salientar que uma pequena quantidade das células T CD4+CD25- co-

expressaram CD45RO e CCR4, marcadores que caracterizam células T de memória (OSWALD-

RICHTER et al., 2004). Ainda, a análise desses resultados revelou que não houve diferenças quanto

ao fenótipo das células T CD4+CD25- de pacientes e indivíduos controles (Figura 2C).

3. Caracterização fenotípica das células T CD4+CD25high presentes no sangue periférico de pacientes

com PCM

As Tregs naturais, com forte atividade reguladora, são também caracterizadas pela alta

expressão de CD25 (BAECHER-ALLAN et al., 2001; 2005). Nesse contexto, analisamos a expressão
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Figura 2. Caracterização fenotípica das células T CD4+CD25+ e CD4+CD25- do sangue periférico de pacientes com

PCM. PBMC recém isolado de pacientes (barras preenchidas, n=34) e de indivíduos controles

(barras abertas, n=18) foram caracterizadas por citometria de fluxo. A população de células de

interesse foi selecionada primeiramente de acordo com os parâmetros de tamanho (FSC) e

granularidade (SSC) e, em seguida, selecionada as sub-populações CD4+CD25+ e CD4+CD25-.

Ambas sub-populações de um paciente está representada na forma de “dot plot” como mostrado em

A. As barras representam a média SEM da percentagem das células T CD4+CD25+ (B),

CD4+CD25- (C) que co-expressaram CTLA-4, GITR, CD103, CD45RO, CCR5, CCR4, Foxp3 ou

LAP. ***: p<0.001, **: p<0.01 e *: p<0.05 quando comparado com a expressão dos antígenos em

leucócitos de indivíduos controles.
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de CTLA-4, GITR, CD103, CD45RO, CCR5, CCR4, Foxp3 e TGF-de membrana na sub-

população de células T CD4+CD25high. A percentagem de células T CD4+CD25high expressando

CTLA-4 (49,79,9%) e Foxp3 (63,910,4%) no sangue de pacientes foi maior (p<0,05) quando

comparada às células de indivíduos controles (14,99,3 e 14,26,7%, respectivamente) (Figura 3B).

Curiosamente, quando comparamos as sub-populações de células T, CD4+CD25+ e CD4+CD25high,

observamos um aumento significativo na freqüência de células CD25high dos pacientes co-

expressando CTLA-4 e Foxp3 (p<0,001 para ambas moléculas).

Quanto à intensidade de expressão de tais marcadores de Tregs, ela foi similar em pacientes e

controles, exceto para a expressão de Foxp3 que foi significativamente maior nas células de pacientes

(77,218,3) quando comparada à expressão de 14,216,7 nas células de indivíduos controles

(p<0,05) (Figura 3C).

4. Caracterização funcional das células T CD4+CD25+ isoladas do PBMC de pacientes com PCM

Detectou-se uma maior percentagem de células T CD4+CD25+ expressando CTLA-4, GITR,

Foxp3 e TGF-de membrana no sangue periférico de pacientes com PCM quando comparada às

células dos controles (Figura 2B). De acordo com várias evidências na literatura, há uma correlação

entre a expressão dessas moléculas e a capacidade reguladora/supressora de células Tregs naturais

(FEHÉRVARI & SAKAGUCHI, 2004; BOEHMER, 2005). Desta forma, nossa próxima etapa foi

avaliar a atividade funcional da suposta população de Tregs identificada no sangue de pacientes com

PCM frente à estimulação policlonal com células T alogeneicas.

Para tal, as sub-populações de células T CD4+CD25+ e CD4+CD25- de pacientes e indivíduos

saudáveis foram cultivadas na razão de 1 para 10 células alogeneicas (1:10) na presença de PHA. Os

resultados mostraram que as células T CD4+CD25+ isoladas de pacientes com PCM apresentaram
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Figura 3. Caracterização fenotípica das células T CD4+CD25high do sangue periférico de pacientes com PCM.

PBMC recém isolado de pacientes (barras preenchidas, n=34) e de indivíduos controles (barras

abertas, n=18) foram caracterizadas por citometria de fluxo. A população de células de interesse foi

selecionada primeiramente de acordo com os parâmetros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) e,

em seguida, selecionada a população de células T CD4+ expressando altos níveis de CD25+. A

população analisada de um paciente está representada na forma de “dot plot” como mostrado em A.

(B) As barras representam a média SEM da percentagem das células T CD4+CD25high que co-

expressaram CTLA-4, GITR, CD103, CD45RO, CCR5, CCR4, Foxp3 ou LAP. (C) As barras

representam a média  SEM da intensidade de fluorescência de Foxp3 na população T

CD4+CD25high. **p<0.01 e *p<0.05 quando comparado com a expressão dos antígenos em

leucócitos de indivíduos controles.
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atividade supressora e foram capazes de inibir 94,0±0,6% da proliferação de células alogeneicas

(p<0,001). Diferentemente, embora as células T CD4+CD25+ isoladas de indivíduos controles

também inibiram a resposta proliferativa (67,5±2,0%, p<0.01), esta inibição foi 28% menor que

àquela observada com as células T CD4+CD25+ de pacientes (Figura 4). A presença dos antígenos de

P. brasiliensis (sPbAg) durante a expansão de tais células não interferiu na sua capacidade de inibir a

resposta proliferativa (Figura 4). Como esperado, as células T CD4+CD25-, de pacientes e indivíduos

controles, não teve efeito sobre a proliferação das células T alogeneicas estimuladas com PHA

(Figura 4).

Uma vez observada a capacidade supressora das células T CD4+CD25+ isoladas do sangue

periférico de pacientes com PCM, pesquisamos o potencial dessas células em inibir a produção de

citocinas do perfil Th1, como IFN-(JONULEIT et al., 2001) e TNF-. Para tal, os sobrenadantes

das co-culturas com as células T CD4+CD25+ de pacientes e leucócitos alogeneicos foram coletados

e a concentração de IFN-, TNF-, IL-10 e IL-2 determinada por citometria de fluxo. A ativação das

células alogeneicas com PHA, como esperado, resultou em produção significativa (p<0,05) de IFN-

(4968,3±1718,4 pg/ml) (Figura 5A), TNF-(224,1±91,1 pg/ml) (Figura 5B) e IL-10 (112,13±97,7

pg/ml) (Figura 5C) quando comparado com a concentração de citocinas no sobrenadante das células

alogeneicas cultivadas somente com meio (491,9±399,3; 42,6±33,3 e 6,8±3,7 pg/ml,

respectivamente).

A presença das células T CD4+CD25+ isoladas de pacientes com PCM inibiu

significativamente (p<0,05) a produção de IFN-(247,6±185,7 pg/ml) (Figura 5A) e TNF-

(19,4±25,7 pg/ml) (Figura 5B), mas não de IL-10 (57,4±22,4 pg/ml) (Figura 5C). Observamos que a

presença dos antígenos de P. brasiliensis, sPbAg, durante a expansão das células T CD4+CD25+ não

alterou o efeito dessas células na produção de IFN-213,9±194,1 pg/ml), TNF-20,8±14,7
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Figura 4. Caracterização funcional das células T CD4+CD25+ isoladas do sangue periférico de pacientes infectados

com P. brasiliensis e de indivíduos saudáveis. (A) As sub-populações de células T CD4+CD25+ e

CD4+CD25- do sangue periférico de pacientes (n=6) e de indivíduos saudáveis (n=4) foram isoladas

utilizando-se um kit contendo “micro-beads” (MACS®) como descrito em material e métodos. Após

separação, ambas sub-populações foram estimuladas em placas cobertas com anti-CD3 (0,5g/ml) e

fatores solúveis, PHA (1g/ml), anti-CD28 (1g/ml) e rhIL-2 (10ng/ml) na presença ou ausência de

sPbAg (10g/ml). Após duas semanas de expansão celular, as sub-populações de células T

CD4+CD25+ e CD4+CD25- (1x104/poço), novamente isoladas através de “micro-beads”, foram co-

cultivadas com PBMC alogeneicos (1x105/poço) e estimulados com PHA. Decorridas 96h de

incubação as células foram pulsadas com metil-H-timidina e a quantidade de timidina incorporada

determinada. As barras representam a média ± SEM do índice de estimulação. **p<0.01 and

***p<0.001 quando comparados aos valores obtidos da proliferação das células T alogeneicas

mediada por PHA .
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Figura 5: As células T CD4+CD25+ isoladas do sangue periférico de pacientes com PCM inibem a produção de

IFN-e TNF-. As células T CD4+CD25+ do sangue periférico de pacientes (n=4) foram isoladas

utilizando-se um kit contendo “micro-beads” como descrito em material e métodos. Após a

separação, as células foram estimuladas em placas cobertas com anti-CD3 (0,5g/ml) e os fatores

solúveis PHA (1g/ml), anti-CD28 (1g/ml) e rhIL-2 (10ng/ml) na presença ou ausência de sPbAg.

Após duas semanas, as células T CD4+CD25+ (1x104/poço) foram co-cultivadas com PBMC

provenientes de indivíduos alogeneicos (1x105/poço) estimulados com PHA. Após 48h de

incubação, o sobrenadante foi coletado e a produção de IL-2, IL-10, TNF-e IFN-avaliada por

citometria de fluxo. Os gráficos de barras representam as médias ± SEM dos níveis de IFN-(A),

TNF-(B) e IL-10 (C) no sobrenadante das diferentes culturas como indicado. (D) O resultado de

um experimento representativo mostrando os níveis das citocinas presentes nessas co-culturas está

representado na forma de “dot plot”. *p<0.05 quando comparado à produção de citocinas nas

culturas de PBMC alogeneico estimulado com PHA.
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pg/mle IL-10 (27,4±15,2 pg/ml) nas co-culturas. Baixos níveis de IL-2 (<7pg/ml) foram

detectados nessas culturas. A figura 5D, em forma de “dot plot”, é representativa dos resultados

apresentados nas figuras 5A, B e C.

Estes dados revelaram a presença de células T CD4+CD25+ no sangue periférico de pacientes

infectados por P. brasiliensis, com características fenotípicas e funcionais similares às Tregs. Ainda,

essas células exibiram altos níveis de CTLA-4, GITR, TGF-de membrana, Foxp3 e forte atividade

reguladora quando comparadas às células T CD4+CD25+ de indivíduos controle.

5. Análise microscópica das lesões de pele causadas por P. brasiliensis

Após o estabelecimento da infecção no pulmão, a PCM humana pode disseminar para

outros órgãos e tecidos formando lesões secundárias nas mucosas (oral e nasal), pele, linfonodos e

glândulas adrenais (MONTENEGRO & FRANCO, 1994). Caracterizamos microscopicamente as

lesões de pele induzidas pela presença de leveduras de P. brasiliensis. De forma representativa,

podemos observar que a inflamação granulomatosa pode ser bem definida e circunscrita, geralmente

ao redor das leveduras fúngicas. Nessa reação inflamatória granulomatosa há presença de agregados

de macrófagos epitelióides e células gigantes multinucleadas com linfócitos e polimorfonucleares ao

redor desses agregados (Figura 6).

6. Caracterização fenotípica das células T CD4+CD25+ presentes nas lesões de pacientes com PCM

Segundo proposto por Belkaid & Rouse (2005), durante uma infecção crônica ambas

populações de células, Tregs e efetoras, migram para os sítios infectados e, dependendo do
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Figura 6: Fotomicrografia de lesão cutânea mostrando um granuloma induzido por P. brasiliensis. A figura mostra

uma lesão com processo inflamatório granulomatoso compacto e organizado que condiz com a

forma crônica da PCM. É possível notar as leveduras no centro do granuloma. Coloração

Hematoxilina: aumento de 200x.
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microambiente (citocinas, quimiocinas), tais células exercem suas funções. Certas condições

propiciam o recrutamento/sobrevivência assim como as funções das Tregs levando ao controle das

células T efetoras e APC presentes no local.

Inicialmente, o infiltrado celular presente nas lesões foi caracterizado quanto à expressão de

moléculas de superfície que caracterizam a população de linfócitos (“gate” R1), macrófagos e células

dendríticas (“gate” R2). Os leucócitos foram primeiramente divididos de acordo com os parâmetros

de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) (Figura 7A) e o fenótipo das células nas janelas R1 e R2

determinado. Os resultados revelaram que em R1 a população de células CD3+CD8+ foi de

20,752,5% (3,1 x 105 células/biópsia, variando de 1,0 a 6,0 x 105 células/biópsia) e a de CD3+CD4+

foi 26,93,5% (3,8 x 105 células/biópsia, variando de 0,2 a 8,5 x 105 células/biópsia). Dentre a

população de células T CD4+, em média de 7,01,2% (variando de 6,0 x 103 a 2,8 x 105

células/biópsia) das células co-expressaram CD25 (Figura 7B). Os leucócitos com fenótipo de

macrófagos (CD1a-CD11b+) e células dendríticas (CD11c+CD1a+) também foram detectados nessas

lesões (13,42,7% e 8,63,8%, respectivamente) (Figura 7A).

Para caracterizar a sub-população de células T CD4+CD25+ determinamos a co-expressão de

marcadores fenotípicos das Tregs naturais. A percentagem de células CD4+CD25+ apresentou um

perfil homogêneo com relação à expressão das moléculas CTLA-4 (56,57,9%), GITR

(68,711,7%), CD103 (23,17,8%), CD45RO (85,66,3%), e os receptores de quimiocinas CCR5

(63,99,2%) e CCR4 (70,59,2%) (Figura 8B). Adicionalmente, 17,27.5% e 38,21,5% das células

T CD4+CD25+ co-expressaram TGF- associado à membrana celular (LAP) e Foxp3,

respectivamente (Figura 8C e 8D).
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Figura 7: Caracterização do infiltrado celular presente nas lesões de pacientes com PCM. As biópsias de pele e

mucosa obtidas de pacientes com PCM (n=17) foram digeridas na presença de liberase e processadas

utilizando-se Medimachine como descrito em material e métodos. (A) Os leucócitos isolados foram

avaliados por citometria de fluxo e as populações R1 e R2 foram selecionadas de acordo com os

parâmetros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC). (B) As células em R1 foram analisadas quanto

à expressão das moléculas: CD3, CD8, CD25, CD4 para determinar a população de células T e, em

R2 quanto à expressão de CD11b, CD1a, CD11c para determinar a população de macrófagos e

células dendríticas. As barras representam a média SEM da expressão dos antígenos em leucócitos

presentes nas lesões dos pacientes com PCM.
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Figura 8. Caracterização fenotípica das células T CD4+CD25+ presentes nas lesões de pacientes com PCM. As

biópsias de mucosa e pele de pacientes com PCM foram digeridas na presença de liberase e

processadas utilizando-se Medimachine como descrito em material e métodos. As células recém

isoladas foram selecionadas de acordo com os parâmetros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) e,

em seguida, a sub-população CD4+CD25+ foi selecionada e analisada quanto à expressão de

moléculas CTLA-4, GITR, CD103, CD45RO, CCR5, CCR4, TGF-1 (LAP) ou Foxp3 intracelular.

(A) A sub-população de células T CD4+CD25+ de um paciente está representada na forma de “dot

plot”. (B) As barras representam a média SEM da percentagem de células T CD4+CD25+ que co-

expressam as moléculas indicadas (n=17). Os histogramas sem preenchimento representam a ligação

do isotipo controle e os preenchidos a ligação dos anticorpos anti-LAP (C) e anti-Foxp3 (D) às

células CD4+CD25+ dos pacientes
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De forma comparativa, analisamos a expressão de CTLA-4, GITR, CD103, CCR5, CCR4

(Figura 9B), TGF-associado à membrana (Figura 9C) e Foxp3 intracelular (Figura. 9D) na sub-

população CD4+CD25- (Figura 9A). Uma percentagem significativamente menor de células T

CD4+CD25- expressando tais moléculas foi observada (4,12,0%; 1,61,4%; 12,12,9%;

45,711,2%; 10,13,8%; 12,94,7%, 2,41,2% e 1,61,4%, respectivamente).

7. Expressão de Foxp3 nas lesões de pacientes com PCM

Embora a expressão de Foxp3 não se restringe à população das Tregs CD4+CD25+ naturais,

sua expressão é alta quando comparada com a expressão nas células T CD4+CD25- (FOTENOTE et

al., 2003, revisto por FOTENOTE & RUDENSKY, 2005). Uma vez tendo detectado a presença de

células TCD4+CD25+Foxp3+ nas lesões, avaliamos in situ a presença desse fator de transcrição nas

biópsias de pacientes com PCM e controles. A análise por imunohistoquímica revelou que a

intensidade de marcação para Foxp3 variou de moderada a alta (++/+++) (Figura 10A, Tabela 1).

Adicionalmente, reações de imunofluorescência e análise por confocal revelaram que a maioria das

células CD25+, presente nestas lesões, foi positiva para Foxp3 (Figura 10D). Em nenhum tecido

cutâneo de indivíduos controles (n=3) foi detectada a expressão de Foxp3 (Tabela 1).

Esses resultados reforçam nossa suposição de que as células T CD4+CD25+ presentes nas

lesões induzidas por P. brasiliensis apresentam fenótipo e função de células T reguladoras.
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Figura 9. Caracterização fenotípica das células T CD4+CD25- presentes nas lesões de pacientes com PCM. As

biópsias de mucosa e pele de pacientes com PCM foram digeridas na presença de liberase e

processadas utilizando-se Medimachine como descrito em material e métodos. As células recém

isoladas foram selecionadas de acordo com os parâmetros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) e,

em seguida, a sub-população CD4+CD25 - foi selecionada e analisada quanto à expressão de

moléculas CTLA-4, GITR, CD103, CD45RO, CCR5, CCR4, TGF-1 (LAP) ou Foxp3 intracelular.

(A) A sub-população de células T CD4+CD25 - de um paciente está representada na forma de “dot

plot”. (B) As barras representam a média SEM da percentagem de células T CD4+CD25- que co-

expressam as moléculas indicadas (n=17). Os histogramas sem preenchimento representam a ligação

do isotipo controle e os preenchidos a ligação dos anticorpos anti-LAP (C) e anti-Foxp3 (D) às

células CD4+CD25 - dos pacientes.
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Figura 10. Expressão de Foxp3 nas lesões de pacientes com PCM. Pele obtida através da biópsia de paciente

com PCM foi analisada por imunohistoquímica e imunofluorescência. Em (A) nota-se

imunorreatividade positiva para Foxp3. Método de detecção: Avidina Biotina-Peroxidase (ABC-

complexo). Revelação: diamonibenzidina (DAB). Aumento de 200x. Em (B) visualização da imagem

com filtro verde para as células CD25+, (C) visualização da imagem com filtro vermelho para as

células Foxp3+ , (D) visualização da imagem com filtro duplo (verde e vermelho), resulta na coloração

amarelo-laranja que representa a co-localização das células CD25+ e do fator de transcrição Foxp3.
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Tabela 1. Expressão de Foxp3 em leucócitos de lesões de tecido cutâneo de pacientes com PCM

aB1 B2 B3 B4 B5 bC1 C2 C3

Foxp3 +++ ++ +++ ++ +++ - - -

Intensidade de marcação: -, ausente, +, leve, ++, moderada e, +++, intensa

a Biópsias de pacientes

b Biópsias controles

8. A expressão de quimiocinas nas lesões induzidas por P. brasiliensis

Pouco se sabe quanto à migração de células Tregs CD4+CD25+ para os sítios periféricos.

Alguns estudos identificaram a presença dessa sub-população celular em sítios periféricos sob

condições patológicas, incluindo tecidos inflamados, tumores e sítios infecciosos (revisto por

HUEHN & HAMANN, 2005). A expressão de alguns receptores de quimiocinas, CCR4 e CCR8 em

células T CD4+CD25+ é descrita estar envolvida com sua migração ao microambiente contendo seus

ligantes CCL17 e CCL22 (IELLEN et al., 2001, CURIEL et al., 2004, LEE et al., 2005). Desde que

71% das células T CD4+CD25+ presentes co-expressaram CCR4+ (Figura 8B), analisamos, por

imunohistoquímica, a presença de seus ligantes CCL17 e CCL22 nas lesões causadas por P.

brasiliensis.

A análise da expressão das quimiocinas revelou positividade para CCL22, de leve (+) a

moderada (++), e de leve (+) a intensa (+++) para CCL17, em tecido cutâneo de pacientes (Figura

11 e Tabela 2) enquanto que em biópsia controle tais quimiocinas apresentaram níveis basais.

Quanto à distribuição, as células imunomarcadas apresentaram-se agrupadas.



 Resultados 

52

Figura 11. Expressão de quimiocinas em tecido cutâneo de pacientes com PCM. Pele obtida através da biópsia

de paciente com PCM foi analisada por imunohistoquímica para detecção das quimiocinas. Em A, o

controle da reação. Em B e C, nota-se imunorreatividade positiva para CCL17 e CCL22,

respectivamente. Método de detecção: Avidina Biotina-Peroxidase (ABC-complexo). Revelação:

diamonibenzidina (DAB). Aumento de 200x.
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Tabela 2. Expressão das quimiocinas nas lesões de tecido cutâneo de pacientes com PCM

aB1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 bC1 C2 C3

CCL17 +++ + ++ +++ ++ +++ ++ ++ + + +

CCL22 + + ++ ++ + ++ + + + + +

Intensidade de marcação: -, ausente, +, leve, ++, moderada e, +++, intensa

a Biópsias de pacientes

b Biópsias controles

A presença de tais células nessas lesões implicaria, dependendo do microambiente, em

sobrepujar a ação de células efetoras sobre a eliminação do agente infeccioso e, como conseqüência

promoveria a persistência das leveduras que por sua vez podem favorecer o recrutamento de mais

Tregs para o local (via produção de quimiocinas). De fato, fungos ou restos dos mesmos foram

detectados em cortes histológicos corados por Grocott em todas biópsias incluídas neste estudo.

Ainda, leveduras viáveis de P. brasiliensis foram isoladas de algumas dessas lesões e cresceram em

BHI suplementado com soro bovino fetal (dados não mostrados).

9. O perfil da produção de citocinas por células T CD4+CD25+ e T CD4+CD25 - presentes nas

lesões de pacientes com PCM

Tem sido proposto que além do contato célula-célula, através de moléculas expressas na

membrana celular (CTLA-4, GITR, TGF-de membrana), outros fatores poderiam estar

relacionados com o efeito supressor mediado pelas Tregs. Em algumas condições, a secreção de
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fatores solúveis tais como IL-10 e TGF-ou a “captura” de IL-2 contribuem para a atividade

funcional de tais células (revisto por FEHERVARI & SAKAGUSHI, 2004; FOTENOTE &

RUDENSKY, 2005). Ademais, IL-10 e TGF-contribuem para a sobrevivência das células T

reguladoras CD4+CD25+ naturais nos sítios de infecção (BELKAID & ROUSE, 2005) e a

sinalização via TGF-está diretamente relacionada com a expressão de Foxp3 (COFFER &

BURGERING, 2004).

Baseando-se no exposto, foi relevante avaliarmos o perfil das citocinas, IL-10, TGF-e

IFN-, produzidas por células T CD4+CD25+ e por células T CD4+CD25- isoladas de biópsias dos

pacientes com PCM. Os resultados, indicados na Figura 12A, mostraram que um maior número de

células T CD4+CD25- apresentaram positividade para IL-10 (12,8±5,7 x 104células/biópsia) quando

comparada à sub-população de células T CD4+CD25+ (3,5±1,1 x 104células/biópsia) sem, contudo,

ser estatisticamente significativo. Da mesma forma, embora detectamos um maior número de células

T CD4+CD25- produzindo IFN-, este não foi significativo (5,5±5,1 e 1,54±0,3 104células/biópsia).

Entretanto, o número absoluto de células T CD4+CD25+ positivas para TGF- foi

significativamente maior (p<0,05) quando comparado à população de células T CD4+CD25-TGF-+

(6,6±2,4 [78,4±4,3%] e 0,2±0,2 [1,0±0,6%] x 104 células/biópsia, respectivamente). Quanto aos

níveis destas citocinas nas sub-populações presentes no infiltrado celular das lesões, observamos que

a quantidade de TGF-embora maior na sub-população de células T CD4+CD25+ (67,7±21,9) do

que na sub-população de células T CD4+CD25- (15,9±8,2) não foi estatisticamente significativa

(p=0.0571). Com relação aos níveis de IL-10 e IFN-, não houve diferenças em ambas sub-

populações analisadas (Figura 12B).
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Figura 12. Perfil de citocinas produzidas pelas sub-populações de células T CD4+CD25+ e T CD4+CD25-

presentes nas lesões de pacientes com PCM. As biópsias de pele e mucosa obtidas de pacientes com PCM

(n=4) foram digeridas na presença de liberase e processadas utilizando-se Medimachine como

descrito em material e métodos. A percentagem de células T CD4+CD25+ (barras preenchidas) e

CD4+CD25 - (barras abertas) positivas para IL-10, TGF-e IFN-foi determinada por citometria de

fluxo. As barras representam a média SEM correspondente ao número absoluto de células (A) ou a

média de intensidade de fluorescência (B) para cada citocina analisada dentro das sub-populações

indicadas. * p<0,05 em comparação ao número de células CD4+CD25-TGF-+.
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Por análise de imunofluorescência foi possível detectar a presença de células CD25+TGF-+

em lesões de tecido cutâneo de pacientes infectados por P. brasiliensis (Figura 13).

10. Caracterização funcional das células T CD4+CD25+ isoladas das lesões de pacientes com PCM

Uma vez que as células T CD4+CD25+ presentes nas lesões de pacientes com PCM foram

caracterizadas quanto ao seu fenótipo e produção de citocinas, o próximo passo foi analisar as

propriedades funcionais de tais células. A presença de células T CD4+CD25 -, na proporção 1:10,

isoladas após a expansão prévia dos leucócitos das lesões não alterou significativamente a

proliferação de células T alogeneicas mediada por PHA (IE: 40,6±8,5 e 30,1±10,1; respectivamente).

Entretanto, a adição de células T CD4+CD25+ isoladas de cinco pacientes (RSSR, ABF, BLF, GSS e

CJC) foi capaz de suprimir a proliferação policlonal de células T alogeneicas (61,8±8,5%; 52,0±2,3%;

80,4±16,6%; 74,4±3,5% e 51,4±0,1%; respectivamente). Curiosamente, as células T CD4+CD25+ de

três pacientes (JAGA, JDT e JCS) aumentaram a proliferação das células T alogeneicas (94,8±4,1%;

40,9±2,1% e 143,3±10,6%, respectivamente) (Figura 14). Tais resultados mostraram que células

Tregs com atividade reguladora estão presentes em alguns pacientes com PCM, enquanto que em

outros tais células não foram funcionais, alçando a hipótese de que a ampla variação da resposta

imune observada nos pacientes com PCM pode influenciar diretamente a capacidade funcional de

uma célula T reguladora.

11. Histomorfologia das lesões granulomatosas tegumentares dos pacientes

Uma vez observada uma heterogeneidade quanto à atividade funcional das células T

CD4+CD25+ isoladas de biópsias de pele (n=7) e de mucosa (n=1) dos pacientes com PCM,
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Figura 13. Células CD25+TGF-+ nas lesões de pacientes com PCM. Pele obtida através da biópsia de

paciente com PCM foi analisada por imunofluorescência para a detecção de células CD25+

produzindo TGF-. Observa-se a coloração esbranquiçada que representa a co-localização da

citocina (vermelho), células CD25+ (verde) e o núcleo celular (azul).
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Figura 14. Caracterização funcional das células T CD4+CD25+ das lesões de pacientes infectados por P. brasiliensis.

As biópsias foram incubadas durante 1h em uma solução contendo liberase e então as células obtidas

com o auxílio do Medimachine como descrito em material e métodos. As células obtidas foram

expandidas in vitro em placas cobertas com anticorpo anti-CD3 (0,5g/ml) e fatores solúveis como

PHA (1g/ml), anti-CD28 (1g/ml) e rhIL-2 (10ng/ml). Decorridas duas semanas, as células T

CD4+CD25+ (1x104/poço) foram isoladas utilizando-se “micro-beads” (MACS®) e então co-

cultivadas com PBMC alogeneico (1x105/poço) estimulado com PHA. Decorridas 96h de incubação

as células foram pulsadas com metil-H-timidina e a quantidade de timidina incorporada determinada.

As barras representam a média ± SEM da percentagem de inibição da proliferação celular que foi

calculada baseando-se nos valores de IE relativo à proliferação do PBMC alogeneico mediada por

PHA na ausência das células T CD4+CD25+.
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despertou-nos o interesse em avaliar a histomorfologia dos granulomas nestas lesões. O infiltrado

inflamatório granulomatoso observado nas biópsias das lesões de pacientes cujas células T

CD4+CD25+ isoladas apresentaram atividade reguladora caracterizou-se morfologicamente por

apresentar um padrão hiperérgico (paciente CJC) ou “dimórfico” (pacientes BLF, ABF).

Curiosamente, um dos casos relatados (paciente RSSR) apresentou granulomas epitelióides de padrão

hiperérgico na biópsia cutânea, entretanto foi o único que apresentou a forma clínica aguda da PCM.

Nesse caso, as células T CD4+CD25+ isoladas da lesão foram capazes de suprimir a resposta

proliferativa in vitro, similar aos demais casos que foram obtidos de pacientes com a forma crônica da

PCM.

As lesões de padrão hiperérgico foram caracterizadas pela presença de granulomas

epitelióides compactos e organizados, com formação de tubérculos cujos centros agregaram-se

numerosas células epitelióides coesas e permeadas por poucas células gigantes multinucleadas do tipo

Langerhans (Figura 15A). Tais tubérculos demonstraram ainda, presença de afluxo de linfócitos à

periferia, contornando-os e formando halos linfocitários. A histomorfologia dos granulomas

epitelióides presentes nas lesões analisadas neste estudo condizem com.morfologia classicamente

descrita na patogênese da PCM (MONTENEGRO & FRANCO, 1994; SIDRIM & ROCHA, 2004).

As lesões da PCM descritas, como processo inflamatório granulomatoso de padrão “dimórfico”

caracterizaram-se por: 1) granulomas epitelióides compactos e organizados, isto é, do tipo

hiperérgico clássico, em variáveis quantidades, e dispostos adjacentes ou permeados por; 2) outros

granulomas morfologicamente diferentes, com a formação dos tubérculos desorganizados e frouxos,

quando comparados aos granulomas hiperérgicos clássicos primeiramente descritos.

De forma contrária aos dados histomorfológicos descritos acima, as lesões dos pacientes

JAGA e JDT apresentaram um infiltrado inflamatório granulomatoso que se enquadra no pólo

hipoérgico (anérgico) da PCM (Figura 15B). Neles, observamos granulomas epitelióides frouxos,



 Resultados 

60

Figura 15. Histomorfologia das lesões de pacientes com PCM. As figuras representam o processo inflamatório

granulomatoso observado nas lesões cujas células T CD4+CD25+ suprimiram (A) ou não (B) a

resposta proliferativa de células T alogeneicas. Em A, é possível observar a presença de granulomas

compactos e organizados. Em B, a lesão apresenta granulomas epitelióides frouxos, coalescentes e

desorganizados. Coloração H&E: aumento de 100x.
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coalescentes e desorganizados. Tais granulomas demonstraram acúmulos coalescentes de células

epitelióides descoesas, permeadas por conspícuas células gigantes multinucleadas e de grandes

dimensões, com fenótipo do tipo Langerhans. Ainda nessas lesões, os linfócitos apresentaram-se

dispersos no infiltrado, sem formação de linfocitários ao redor dos granulomas.

Cabe aqui esclarecer que não foi possível analisar as características morfológicas das lesões

cutâneas obtidas dos pacientes GSS e JCS.
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Distúrbios imunoreguladores durante a progressão da paracoccidioidomicose (PCM)

caracterizam essa infecção sistêmica causada pelo fungo dimórfico P. brasiliensis. O

comprometimento da resposta imune celular é caracterizado pela depressão na resposta proliferativa

frente a estímulos mitogênicos e antígenos de P. brasiliensis (revisto por PERAÇOLI, 2000;

BENARD et al., 1996; MUSATTI et al., 1994; OLIVEIRA et al ., 2002; CAMPANELLI et al., 2003),

por distúrbios na produção de citocinas por células T (BENARD et al., 2001), pelo aumento da

sinalização inibitória via CTLA-4 em células T CD4+ e o aumento da apoptose em células recém

isoladas de pacientes com PCM ou cultivadas com antígenos de P. brasiliensis (CACERE et al., 2002;

CAMPANELLI et al., 2003). As disfunções de células T durante a resposta imune, em diversas

infecções crônicas, contribuiriam para a longa persistência dos patógenos no hospedeiro em focos

quiescentes e estes mecanismos ainda são pouco esclarecidos. Na PCM, a manutenção dos

reservatórios da infecção pode ocasionar manifestações clínicas em indivíduos infectados há mais de

uma década após terem deixado a região endêmica latino-americana, ocasionando a reativação da

doença (BRUMMER et al., 1993; FRANCO & MONTENEGRO, 1994).

Os mecanismos que governam os diferentes graus de comprometimento da resposta imune

celular durante a PCM, desde anergia até a resposta imune aparentemente preservada, ainda não

estão totalmente estabelecidos. Atualmente, sabe-se que a sinalização inibitória via CTLA-4 modula

ativamente a resposta imune dos pacientes infectados com P. brasiliensis e a adição de anticorpos

neutralizantes anti-FasL e anti-CTLA-4 resulta em um aumento na produção de IFN-e um

significativo aumento na proliferação celular. Entretanto a produção de TGF-e a

hiporresponsividade de células T aos antígenos fúngicos se mantêm (CAMPANELLI et al. 2003). A

citocina IL-10, considerada imunomoduladora (MOCELLIN et al., 2003; O’GARRA et al., 2004),

também está presente no tecido cutâneo de lesões causadas por P. brasiliensis (CAMPANELLI, 2003;

PAGLIARI & SOTTO, 2003), assim como em culturas e transcritos em mRNA de PBMC
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provindos de pacientes com PCM (BENARD et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2002; MAMONI et al.,

2005) e está intimamente relacionada com a supressão de citocinas secretadas por linfócitos Th1

nesses pacientes (BENARD et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002; ROMANO et al., 2002; 2005;

MAMONI et al., 2005). Baseando-se nessas evidências, a suposição de que outros mecanismos

supressores envolvidos na hiporesponsividade de células T estejam contribuindo para o

desenvolvimento e estabelecimento da PCM humana é pertinente.

É sabido que as células T reguladoras CD4+CD25+ naturais (Tregs) suprimem a proliferação

de células T efetoras, utilizam a IL-2 produzida, produzem citocinas reguladoras como TGF-e IL-

10 e expressarem de maneira constitutiva CTLA-4 (revisto por SHEVACH, 2002; FEHÉRVARI &

SAKAGUCHI, 2004; VON BOEHMER, 2005). De forma interessante, todos esses fenômenos

podem ser observados nos linfócitos de pacientes com PCM (REZKALLAH-IWASO et al., 1992;

BENARD et al., 1996; 1997; OLIVEIRA et al., 2002; CAMPANELLI et al., 2003; MAMONI et al.,

2005; ROMANO et al., 2002; 2005). Assim, nós investigamos o possível envolvimento desta

população celular no controle da resposta imune sistêmica - sangue periférico e, local - nas lesões

induzidas por P. brasiliensis.

As células T CD4+CD25+ reguladoras (Tregs) têm sido descritas por estarem envolvidas com

a manutenção do estado de latência em diversas infecções crônicas (BELKAID & ROUSE, 2005).

Em modelos experimentais, tais como as infecções causadas por Leishmania major (BELKAID et al.,

2002; MENDEZ et al., 2004), Schistosoma mansoni (HESSE et al., 2004), Candida albicans

(MONTAGNOLI et al., 2002; NETEA et al., 2004) e por vírus como HIV e Hepatites (SUVAS et al.,

2004; VAHLENKAMP et al., 2005) é proposto que tais células migram para os sítios de infecção e

controlem a resposta imune efetora local, limitando as conseqüências patológicas e,

conseqüentemente, o dano tecidual. Entretanto, tais células contribuem à permanência do agente

infeccioso (BELKAID & ROUSE, 2005).
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A presença de células T CD4+CD25+ com características fenotípicas e funcionais de Tregs

foram identificadas em lesões de pacientes causadas por Leishmania brasiliensis (CAMPANELLI et al.,

2006), nos tecidos linfóides de pacientes infectados cronicamente por HIV (ANDERSSON et al.,

2005), nos pacientes infectados por Plasmodium falciparum (WALTHER et al., 2005), nas mucosas do

duodeno e estômago infectadas por Helicobacter pylori (LUNDGREN et al., 2005), no pulmão de

pacientes infectados por Mycobacterium tuberculosis (GUYOT-REVOL et al., 2005) e nos granulomas

sarcóidicos (MIYARA et al., 2006).

Nossos dados mostraram que não houve diferenças entre a percentagem de linfócitos T

CD4+CD25+ assim como as células T CD4+CD25high presentes no sangue periférico dos pacientes

com PCM e indivíduos controles. Esses achados estão de acordo com inúmeras evidências que têm

mostrado a presença de Tregs no sangue periférico em condições homeostáticas (JONULEIT et al.,

2001; DIECKMANN et al., 2001) e em condições patológicas, podendo ou não haver uma alteração

em seu número (KINTER et al., 2004; VIGLIETTA et al., 2004; SUGIYAMA et al., 2005). Além

disso, de forma contrária aos resultados obtidos por Bava et al. (1991) e Peraçoli (2000) não

observamos alterações no número de linfócitos T CD4+, CD8+, células B (CD19) ou monócitos

(CD11b) no sangue dos pacientes. As diferenças entre esses resultados podem estar relacionadas ao

nível de imunossupressão dos pacientes analisados neste estudo. Por outro lado, uma maior

percentagem de células CD1a+CD11c+, um subtipo de células dendríticas consideradas precursoras

de células de Langerhans (ITO et al., 1999) foi observada em nosso estudo. Vários estímulos

inflamatórios estão relacionados a um maior recrutamento de células dendríticas provindas da

medula óssea aos sítios periféricos (GALLUCCI et al., 1999). Assim, poderíamos propôr que a

infecção por P. brasiliensis , com conseqüente produção e liberação de seus antígenos na circulação

(SUGIZAKI et al., 1999; PERAÇOLI, 2000), seria um estímulo que favoreceria o “turnover” e

recrutamento de células dendríticas ao sangue periférico.
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Desde que a presença de algumas moléculas, concomitante à expressão de CD25, podem

melhor caracterizar a população de Tregs naturais (revisto por JONULEIT & SCHMITT, 2003;

FEHÉRVARI & SAKAGUCHI, 2004; PICCIRILLO & THORNTON, 2004), analisamos o

fenótipo da população de células T CD4+CD25+ no sangue periférico. Em pacientes, a freqüência de

células T CD4+CD25+ co-expressando CTLA-4, GITR, TGF-de superfície e Foxp3 e de células T

CD4+CD25high co-expressando CTLA-4 e Foxp3 foi significativamente maior com relação aos

controles. De fato, dados da literatura mostram que a alta expressão de Foxp3 se encontra na

população CD25high e não em células cuja expressão de CD25 é negativa ou intermediária

condizendo com nossos resultados (MIYARA et al., 2006; SUFFIA et al., 2006). Contudo com

relação ao aumento de células T CD4+CD25highCTLA-4+, possivelmente a PCM tem um efeito sobre

as mesmas, uma vez que a expressão dessa molécula inibitória é significativamente maior em PBMC

de pacientes do que em células de indivíduos saudáveis (CAMPANELLI et al, 2003). Assim sendo, a

expressão destas moléculas em células T CD4+CD25+ presentes no sangue periférico de pacientes

com PCM define um subtipo de células fenotipicamente similares às Treg naturais.

Adicionalmente à análise fenotípica da população de células T CD4+CD25+, células T com

fenótipo de memória, CD4+CD25- co-expressando CCR4 e CD45RO, foram detectadas, em

proporções similares, nos pacientes com PCM e controles. Semelhante população celular está

presente no sangue de pacientes infectados por HIV (OSWALD-RICHTER et al., 2004).

De forma notável, embora as células T CD4+CD25+ presentes no sangue periférico estejam

em proporções similares aos controles, as células T CD4+CD25+ isoladas de pacientes com PCM

quando co-cultivadas com células alogeneicas foram capazes de inibir 94% a proliferação policlonal

mediada por PHA, enquanto que as células T CD4+CD25+ de indivíduos controles inibiram apenas

67%. Essa forte atividade supressora mediada pelas células T CD4+CD25+ dos pacientes pode estar

correlacionada com uma maior freqüência de células T CD4+CD25+ co-expressando CTLA-4,
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GITR, TGF- de membrana e Foxp3. Tal suposição baseia-se em diversos trabalhos que

demonstram o envolvimento, ainda não completamente definido, dessas moléculas em Tregs

funcionalmente ativas (revisto por FEHÉRVARI & SAKAGUCHI, 2004; VON BOEHMER,

2005). A expressão de moléculas inibitórias, tais como CTLA-4, está relacionada com as funções

reguladoras das Tregs sobre as células T efetoras ou APCs presentes no microambiente (revisto por

SHEVACH et al., 2002; FEHÉRVARI & SAKAGUCHI, 2004 SAKAGUCHI, 2005; VON

BOEHMER, 2005). Além de CTLA-4, a expressão de Foxp3 e GITR é correlacionada com a

supressão da resposta imune em pacientes infectados com HIV. De fato, a expressão de CTLA-4,

GITR e Foxp3 foi associada com a replicação viral nos sítios periféricos, sugerindo que as Tregs

contribuem para a progressão da doença (ANDERSSON et al., 2005).

Embora não encontramos uma influência dos antígenos de P. brasiliensis sobre a função das

Tregs, a possibilidade de antígenos circulantes na PCM (PERAÇOLI, 2000) estarem relacionados à

alta freqüência de células T CD4+CD25highFoxp3+ e ao maior potencial supressor de tais células

encontradas no sangue desses pacientes não pode ser descartada desde que Tregs naturais proliferam

de maneira antígeno-específica em resposta aos antígenos de Leishmania major e aos ligantes de

receptores do tipo Toll 2 e essas expressaram maiores quantidades de Foxp3 (SUFFIA et al., 2006;

SUTMULLER et al., 2005).

Além do efeito inibitório das Tregs sobre a proliferação celular foi demonstrado que a

produção de IFN-e TNF-por células T CD25- é inibida na presença de células T CD4+CD25+

(JONULEIT et al., 2001) condizendo aos nossos resultados. No entanto, os níveis de IL-10

mantiveram-se discretos nessas co-culturas, um fato relevante, uma vez que essa citocina está

correlacionada com a inibição de IFN-e TNF- (PESTKA et al., 2004). Ainda que haja

controvérsias com relação ao envolvimento de IL-10 na supressão mediada por Tregs naturais

(revisto por SHEVACH, 2002; FEHÉRVARI & SAKAGUCHI, 2004; EHRENSTEIN et al., 2004),
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sua função reguladora durante a inflamação crônica experimental induzida por Schistosoma masoni

independe da secreção dessa citocina (BAUMGART et al., 2006). Entretanto, o envolvimento de IL-

10 na supressão mediada pelas Tregs presentes no sangue periférico de pacientes permanece por ser

testado.

Além destas citocinas, níveis abaixo de 7pg/ml de IL-2 foram detectados no sobrenadante

das co-culturas, possivelmente devido ao consumo dessa citocina pelas Tregs ali presentes. Essa

explicação sustenta-se por observações de que a IL-2 secretada por células T CD4+ “naïve”

convencionais ativadas é necessária para a manutenção/sobrevivência das células Tregs CD4+CD25+

naturais (MALOY & POWRIE, 2005). Sugere-se que tais células “capturam” IL-2 para

sobrevivência e, de modo paradoxal, inibem a transcrição do gene para IL-2 nas células T CD25-

inibindo assim sua proliferação (THORNTON & SHEVACH, 1998; THORNTON et al., 2004;

MALOY & POWRIE, 2005). Ainda não podemos descartar a possibilidade de que 48h de incubação

não foi o melhor momento para detectar esta citocina no sobrenadante das co-culturas realizadas

durante esse estudo.

Uma vez observada a presença de células fenotipicamente e funcionalmente similares às

Tregs CD4+CD25+ naturais no sangue de pacientes com PCM e sabendo que as mesmas acumulam-

se nos sítios periféricos onde exercem suas funções (BELKAID et al., 2002; BELKAID & ROUSE,

2005), avaliamos a presença e função das T CD4+CD25+ nas lesões de pacientes com PCM.

Primeiramente, investigamos o fenótipo do infiltrado celular nas lesões induzidas por P.

brasiliensis. A presença de ambas populações de linfócitos T, CD4+ e CD8+, foi detectada nas

biópsias de pele e mucosa analisadas, de acordo com os dados in situ de CAMPANELLI (2003).

Dentre a população de linfócitos T CD4+, 7% co-expressaram a molécula CD25. Ainda, detectou-se

a presença de macrófagos e células dendríticas, novamente corroborando com os dados in situ

(CAMPANELLI, 2003). A presença de células fagocíticas está de acordo com a característica de
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lesões granulomatosas e propõe um papel primordial de tais células sobre a migração de células T via

a produção de quimiocinas. Adicionalmente à secreção de quimiocinas, as células dendríticas no sítio

da infecção apresentam antígenos via MHC II às Tregs naturais ativando-as (SUFFIA et al., 2006),

nos sugere uma outra função para as APC presentes nas lesões induzidas por P. brasiliensis em

humanos.

Além da expressão de moléculas que caracterizam as células Tregs CD4+CD25+ naturais,

tais como CTLA-4, GITR, CD45RO, Foxp3 e TGF-ancorado à membrana, as células T

CD4+CD25+ presentes nas lesões dos pacientes com PCM também co-expressaram receptores

envolvidos com a migração e retenção das mesmas aos sítios periféricos como CD103, observado na

infecção por Leishmania major e Schistosoma mansoni (SUFFIA et al., 2005; BAUMGART et al, 2006) e

os receptores de quimiocinas, CCR4 e CCR5, os quais estão envolvidos com o recrutamento das

Tregs em tumores (CURIEL et al., 2004), na tolerância aos aloenxerto (LEE et al., 2005), no lavado

broncoalveolar de pacientes com sarcoidose (MIYARA et al., 2006) e nos sítios de inflamação em

modelo da doença aguda enxerto versus hospedeiro (WYSOCKI et al., 2005). De fato, a migração

das Tregs foi descrita ser dependente da produção das quimiocinas CCL22 e/ou CCL17 (IELLEN et

al., 2001; CURIEL et al., 2004; LEE et al., 2005) e a presença dessas nas lesões de induzidas por P.

brasiliensis sugere seu envolvimento na migração das células T CD4+CD25+CCR4+ em direção às

lesões causadas pelo fungo. Tais observações permitem inferir que a secreção de tais ligantes seria

proveniente de macrófagos e células dendríticas presentes no infiltrado das lesões granulomatosas

assim como ocorre no microambiente tumoral (CURIEL et al., 2004).

Além das quimiocinas CCL22 e CCL17, CCL5 também foi detectada no tecido cutâneo das

lesões de pacientes com PCM (CAMPANELLI, 2003), à qual interage com o receptor CCR5,

altamente expresso nas células T CD4+CD25+ (63%) presentes nas lesões de pacientes com PCM,

reforçando a suposição de que o ligante deste receptor (CCL5) também contribui para a migração
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das Treg durante a infecção por P. brasiliensis. De fato, no modelo experimental da PCM, resultados

do nosso laboratório têm revelado que animais deficientes de CCR5 são capazes de inibir o

crescimento fúngico como conseqüência de um menor número de Tregs CD4+CD25+ recrutadas ao

pulmão (MOREIRA et al., MS em preparação).

Assim sendo, de acordo com estas evidências e das observações de Belkaid & Rouse, (2005)

a presença destes fatores quimiotáticos está envolvida com estabelecimento de condições favoráveis

à migração das Tregs para os sítios periféricos.

Após a migração das Tregs naturais para os sítios de infecção via quimiocinas, tais células

podem se tornar “ativas” e essa ativação reflete-se na produção de citocinas reguladoras IL-10 e

TGF-(revisto por BELKAID & ROUSE, 2005; HUBER et al., 2004). Assim, embora haja

controvérsias quanto à exata influência de fatores solúveis sobre a função das Tregs naturais (revisto

por SHEVACH, 2002; FEHÉRVARI & SAKAGUCHI, 2004; VON BOHEMER et al., 2005), a

presença dos patógenos tem sido definida por criar um microambiente favorável à sobrevivência e

ativação das Tregs no sítio de infecção. Baseando-se nessas observações e no fato destas citocinas

estarem presentes nas lesões de tecido cutâneo de pacientes com PCM (CAMPANELLI, 2003;

PAGLIARI & SOTTO, 2003), outra abordagem desse estudo foi avaliar o perfil da produção de

citocinas pelas sub-populações de células T, CD4+CD25+ e CD4+CD25-, presentes nas lesões

induzidas por P. brasiliensis.

De forma contrária à população de células T CD4+CD25-, 78% de células T CD4+CD25+

expressando altos níveis de TGF-+ foram detectadas nas lesões dos pacientes. Na infecção humana

por Plasmodium falciparum, um aumento de células caracterizadas quanto ao seu fenótipo como Tregs

está associado à secreção de TGF-, com uma menor produção de citocinas pró-inflamatórias e,

conseqüentemente, ao crescimento do parasita in vivo (WALTHER et al., 2005). Como exposto

anteriormente, sugere-se que as Tregs naturais produzam citocinas em resposta aos antígenos
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presentes nos tecidos infectados (revisto por BELKAID & ROUSE, 2005). De fato, a ativação com

PHA, por 6h, não aumentou o número de células T CD4+CD25+ positivas para as citocinas

analisadas (dados não mostrados), sugerindo que a presença de P. brasiliensis nas lesões seria um

estímulo suficiente para a produção de citocinas as quais contribuem para a sobrevivência de células

Tregs “ativas” nos sítios periféricos.

Células T CD4+CD25- e CD4+CD25+ positivas para IL-10 também foram detectadas nessas

lesões, sugerindo a presença de diferentes sub-populações de células T CD4+ com propriedades

reguladoras (JONULEIT & SCHMITT, 2003; VIEIRA et al., 2004, LEVINGS et al., 2002) durante a

PCM. Ainda, nossos resultados mostraram que algumas células T CD4+CD25+ foram positivas para

IFN-(37%) assim como as Tregs naturais presentes no sítios periféricos da infecção crônica

experimental por L major (SUFFIA et al, 2006). A pequena proporção dessas pode estar relacionada

justamente ao papel regulador das mesmas. Além da presença de células T CD4+CD25+ produtoras

de citocinas nas lesões induzidas por P. brasiliensis, células T CD4+CD25-IFN-+, provavelmente

células de memória (já que a maioria dessas células eram CCR4+ e CD45RO+) estão presentes nessas

lesões contribuindo para a modulação da resposta imune efetora local durante a PCM humana.

A capacidade de células T CD4+CD25+ suprimirem a ativação de células T alogeneicas é uma

característica peculiar e inicialmente descrita para essas células (THORNTON & SHEVACH, 1998;

DIECKMANN et al., 2001). Desde que detectamos a presença de células fenotipicamente similares

às Tregs nas lesões dos pacientes com PCM, nossa próxima etapa foi avaliar a capacidade de células

T CD4+CD25+ exercerem sua função sobre a ativação policlonal de células T alogeneicas. Em

ensaios de co-cultura, foi possível observar que as T CD4+CD25+ isoladas das lesões de cinco dos

oito pacientes analisados foram capazes de inibir a resposta proliferativa de células T em uma razão

1:10. Curiosamente, essas lesões apresentaram um processo granulomatoso padrão “dimórfico” ou

então hiperégico-benigno com características que as aproximam de uma menor gravidade clínica. De
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fato, as células foram isoladas de pacientes com a forma crônica da PCM (exceto RSSR, porém

apresentou lesões granulomatosas de padrão hiperérgico). De forma contrária, as células T

CD4+CD25+ incapazes de suprimir a resposta proliferativa foram isoladas de lesões características de

um padrão hipoérgico (anérgico-maligno) resultante do desequilíbrio entre os fatores que governam

a formação de granulomas compactos capazes de conter as leveduras, condizendo com a forma

aguda ou subaguda da PCM. As disfunções nas Tregs, tanto na sua capacidade de suprimir a

resposta proliferativa e/ou a secreção de citocinas pró-inflamatórias por células ativadas podem ser

observadas em pacientes com psoríase (SUGIYAMA et al., 2005), esclerose múltipla (VIGLIETTA

et al., 2004), artrite reumatóide (EHRENSTEIN et al., 2004), sarcoidose (MIYARA et al., 2005) e,

correlacionadas com as injúrias teciduais decorrentes de uma inflamação exacerbada.

Ainda que não compreendamos este resultado, uma possível explicação é fundamentada na

presença de células T CD4+CD25- produtoras de IFN-nas lesões analisadas. Assim a proporção de

células T CD4+CD25+ reguladoras “ativas” com relação às efetoras CD25- (as quais também foram

expandidas in vitro e, possivelmente se tornaram CD25+) pode ser menor, sendo insuficientes para

exercerem sua atividade supressora. Deste modo, um maior número de células T CD4+CD25+ seria

necessário para se observar a supressão (BAECHER-ALLAN et al., 2001; EHRENSTEIN et al.,

2004; BOYER et al., 2004; MIYARA et al., 2005). A realização de co-culturas que permitam uma

variação no número de T CD4+CD25+ seria apropriada, todavia, esses ensaios foram dificultados

devido ao rendimento das células da biópsia que, mesmo após expansão in vitro por 15 dias, não foi

suficiente para realizar todos os ensaios necessários para responder tais questões. Além da variação

no número de T CD4+CD25+, a análise da expressão de CTLA-4, TGF-de membrana, Foxp3

(cujas moléculas estão correlacionadas com as características funcionais de Tregs naturais) e da

integrina E, a qual foi descrita ser expressa em um subtipo de Tregs com forte atividade supressora
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(HUEHN et al. 2004), seria relevante no sentido de compreender essa heterogeneidade quanto ao

efeito supressor das Treg presentes nas lesões dos pacientes com PCM.

Em suma, os dados obtidos neste estudo revelam um possível mecanismo envolvido no

controle da resposta imune sistêmica e local durante a PCM. Células T CD4+CD25+ com

características fenotípicas e funcionais similares às Tregs naturais estão presentes no sangue

periférico e nas lesões de pacientes infectados.

Estudos que permitam uma melhor compreensão entre as Tregs e a ativação de células T

efetoras, assim como os mecanismos que modulam a formação, manutenção e resolução dos

granulomas induzidos por P. brasiliensis podem contribuir no tratamento dos pacientes com esta

infecção fúngica. Portanto, estudos que esclareçam a localização, quantidade, fenótipo,

especificidade e mecanismos de ação das Tregs são relevantes no sentido de se implantar protocolos

terapêuticos que se apliquem nas infecções de caráter crônico, em particular interesse, a PCM.

Assim, poderíamos sugerir que em pacientes com a progressão de um processo

granulomatoso organizado, freqüentemente observado na forma crônica da PCM, há um equilíbrio

entre células Tregs “ativas” e as funções efetoras da resposta imune. Uma conseqüência desse

balanço seria o controle de uma resposta inflamatória exacerbada com dano tecidual e, portanto, a

sobrevivência dos patógenos em focos quiescentes (latência). A persistência de P. brasiliensis nos

sítios periféricos pode representar um “compromisso” entre patógeno e hospedeiro quando

condições homeostáticas se tornam estabelecidas.
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→ Células T CD4+CD25+ com características fenotípicas e funcionais similares às Tregs naturais

estão presentes no sangue periférico e nas lesões induzidas por P. brasiliensis na PCM humana.

→ A percentagem de células T CD4+CD25+ co-expressando CTLA-4, GITR, TGF-1 ancorado à

membrana ou Foxp3 foi significativamente maior no sangue periférico de pacientes com PCM e tais

células apresentaram uma maior atividade supressora quando comparadas às células T CD4+CD25+

isoladas de indivíduos controles.

→ Uma alta freqüência de células T CD4+CD25high no sangue de pacientes com PCM co-

expressaram CTLA-4 e altos níveis de Foxp3.

→ A expressão dos ligantes de CCR4, CCL17 e CCL22, associados com a migração de Tregs para os

sítios periféricos, foram detectadas nas lesões de pele dos pacientes infectados por P. brasiliensis.

→ As células T CD4+CD25+ isoladas das lesões causadas por P. brasiliensis apresentaram uma

heterogeneidade quanto à sua função supressora e essa heterogeneidade está supostamente

envolvida com a formação do processo granulomatoso durante a PCM.
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Pacientes com paracoccidioidomicose: idade, sexo, etnia, forma clínica da doença, título de anticorpos na reação de

contra imunoeletroforese e local da lesão biopsiada

Paciente Idade Sexo Cor Forma Clínica CIE Biópsia

a BLF 50 M Branca Crônica 1/512 Mucosa

a JCS 32 M Mulata Aguda 1/256 Pele

a CJC 51 M Branca Crônica 1/64 Pele

a RSSR 40 F Branca Aguda 1/1024 Pele

a, b JDT 33 M Mulata Subaguda 1/256 Pele

a, b ABF 47 M Mulata Crônica 1/1024 Pele

a JAGA 53 M Mulata Aguda 1/32 Pele

a GSS 34 M Mulata Crônica 1/256 Pele

a, b LAC 40 M Negra Crônica 1/128 -

a, b AM 70 M Branca Crônica 1/128 -

a, b JG 46 M Branca Crônica 1/256 -

a, b JB 45 M Branca Crônica 1/16 -

a, b ALO 56 M Parda Crônica 1/8 -

a, b JFB 70 M Negra Crônica 1/128 -

b CAM 59 M Branca Crônica 1/256 Mucosa

b LCL 59 M Branca Crônica 1/16 Mucosa

b MR 52 M Parda Crônica 1/32 Pele

b AO 64 M Branca Crônica 1/64 Mucosa

b JMS 64 M Branca Crônica NR Mucosa

b CM 60 M Mulata Crônica 1/256 Pele

b LDS 64 M Mulata Crônica 1/128 Mucosa



 Apêndice 

100

b MFS 57 M Parda Crônica 1/1024 Mucosa

b DJR 38 M Branca Crônica 1/215 Mucosa

b LJS 50 M Branca Crônica 1/512 Mucosa

b CHL 45 M Branca Crônica 1/256 Mucosa

b SAS 48 M Branca Crônica 1/128 Pele

b DJST 71 M Branca Crônica 1/32 Pele

b SF 51 M Branca Crônica 1/16 Pele

b JACR 47 M Branca Crônica 1/4 Mucosa

b VMP 27 F Branca Subaguda 1/1024 -

b FGS 21 F Branca Subaguda 1/256 -

b SLTD 31 M Branca Crônica 1/128 -

b EVS 22 M Negra Subaguda 1/2048 -

b FOC 56 M Branca Crônica 1/256 -

b JDF 41 M Branca Crônica 1/32 -

b CMC 49 M Branca Crônica NR -

b JL 71 M Branca Crônica 1/1 -

b AMP 67 M Branca Crônica 1/8192 -

b IAF 56 M Branca Crônica 1/128 -

b RPE 58 M Branca Aguda 1/256 -

b P67 36 M Branca Crônica 1/2048 -
b MRP 38 M Mulata Crônica 1/256 -

c RHL 36 M Branca Crônica 1/256 Mucosa

c AM 43 M Branca Crônica 1/32 Pele

(-) não foi realizada a biópsia

(a) ensaios de co-cultura
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(b) fenotipagem por citometria (sangue periférico e biópsia quando realizada)

(C) não foram incluídas nesse estudo devido à contaminação nas culturas de células
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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