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PREFACIO

"Sonho que se sonha s6
E s6 um sonho que se sonha s6
Mas sonho que se sonha junto ¢ realidade"

(Raul Seixas)

"Cada pessoa que passa em nossa vida,
passa sozinha, é porque cada pessoa ¢é
unica e nenhuma substitui a outra! Cada
pessoa que passa em nossa vida passa
sozinha e ndo nos deixa so, porque deixa
um pouco de si e leva um pouquinho de
noés. Essa é a mais bela responsabilidade da
vida e a prova de que as pessoas nao se
encontram por acaso."

(Charles Chaplin)


http://www.pensador.info/autor/charles_Chaplin/

RESUMO

As células T regulatodrias (Treg) possuem um importante papel na supressdo da resposta
imune efetora de linfocitos T, mas as condigdes especiais de expressao ao antigeno que
levam & geracdo dessas células, ainda ndo sdo bem conhecidas. Neste estudo, foram
analisadas as populagdes celulares presentes em lesdes granulomatosas obtidas de
bidpsias de pacientes com paracoccidioidomicose, tuberculose e sarcoidose. A andlise
imuno-histoquimica dos marcadores moleculares CD4, CDS8, CD25, CTLA-4, CD20,
CD75, CD3 e CD45RO, demonstrou que em todos os casos houve uma importante
migracdo de células com fenétipo CD3", CD45RO", CD20" e CD75". Analisando estes
marcadores observaram-se uma correlagdo positiva entre os marcadores CD3 e
CD45RO e entre CDS8, CD25 e CTLA-4. A expressao de CTLA-4 foi maior em lesoes
de linfonodo do que nas lesdes pulmonares. A presenca de possiveis células Treg nestas
lesdes pode ser CD8", com capacidade de modular negativamente a resposta de células
T. Porém, apesar do fenétipo CD4'CD25" ser o mais descrito para as células Treg,
outras populagdes celulares podem participar desta regulagdo, sendo necessario uma
analise adicional de outros marcadores de superficie para caracterizar estas células T

como regulatorias.

Palavras chave: células T regulatorias, marcadores moleculares e doencas inflamatorias

cronicas.



ABSTRACT

Regulatory T cells have an important role in the suppression of the limphocytes T
immune response , although the special conditions of expression to the antigen, that
conduct to the generation of those cells, are not yet well-known. In this work, it was
analysed the cellular population present in granulomatous lesions, obtained from
the byopsies of patients with Paracoccidioidomycosis, Tuberculosis and Sarcoidosis
cases. The Immunohistochemical analyisis of the molecule markers CD4, CDS§, CD25,
CTLA-4, CD20, CD75, CD3 AND CD45RO, have demonstrated, in all cases, an
important migration of cells with the phenotypes CD3", CD45RO", CD20" and CD75".
Analysing these markers, it was observed a positive correlation between the CD3 and
the CD45RO and among the TCDS8, CD25 and the CTLA-4. The expression of CTLA-
4 was bigger in linphonode lesions cases than the ones with pulmonary lesions. The
possible presence of Regulatory T cells in these lesions may be CDS", with the capacity
to negativity modulate the answer of T cells. However, despite the phenotype
CD4'CD25" be the most described in the regulatory T cells, other cellular populations
may take part in this regulation, being necessary an additional analysis of different

surface markers to characterize these T cells as regulatory.

Key words: Regulatory T cells, molecule markers and chronicle inflamatory deseases.



1. INTRODUCAO

1.1 Células T regulatorias

As células T regulatorias (Treg), formalmente chamadas de células T
supressoras, sdo linfécitos T que possuem um papel central na manutencao da tolerancia
imunolodgica. Este tipo de célula ressurgiu como célula Treg no final dos anos 1990,
quando véarias subpopulagdes de células T foram identificadas com a habilidade de
inibir a proliferacdo de outras células, principalmente células T auto-reativas (ABBAS;

LICHTMAN, 2006).

Estudos recentes mostram que as células T regulatorias pertencem ao subtipo de
células TCD4'. Entretanto, suas linhagens celulares, fatores de diferenciagao,
especificidade antigénica e mecanismos de acdo, ainda ndo sao bem compreendidos
(FOUSSAT et al. 2003). Células Treg CD4" sdo potentes moduladores da resposta
imune mediada por células T in vitro ¢ in vivo e os dois subtipos mais estudados sdo as
células T regulatorias naturais (nTreg) e as células T regulatorias adaptativas (aTreg),
que previnem, respectivamente, respostas imunes contra auto-antigenos e respostas
imunes adaptativas. Estas células também tém importante funcdo imunoregulatoria,
sendo capazes de suprimir respostas imunes mediadas por células Thl e Th2 (ZHANG

et al.2006; PYZIK; PICCIRILLO, 2007).

As populacdes de células T auxiliares que poderiam ser distinguidas com base
em suas citocinas secretadas foram descobertas nos anos 1980, mediante o estudo de
grandes painéis de linhagens celulares clonadas, derivadas de células TCD4  de
camundongo, estimuladas com antigenos. Hoje ja esta claro que células individuais

podem expressar varias misturas de citocinas, com a possibilidade de haver muitas



subpopulagdes munidas de padroes mais heterogéneos, especialmente em seres
humanos. Entretanto, as reagdes imunes cronicas sdo freqiientemente dominadas por
uma das duas populagdes, Thl ou Th2. Essas populagdes celulares sdo distinguidas
mais claramente pelas citocinas que produzem, pois mostram diferengas na expressao de

varios receptores de citocinas (ABBAS; LICHTMAN, 2006).

As citocinas produzidas ndo somente determinam as suas fungdes efetoras, mas
também participam do desenvolvimento e expansdo das respectivas populagdes. Por
exemplo, o IFN-y secretado pelas células Th1l promove a diferenciacao adicional de Thl
e inibe a prolifera¢do de células Th2. Contrariamente, a IL-4 produzida por células Th2
promove sua diferenciagdo e a IL-10, também produzida pelas células Th2 (bem como
por outras células) inibe a ativacdo das células Thl. Assim, uma vez que uma resposta
imune se desenvolve ao longo de uma via, ela se torna cada vez mais polarizada naquela
dire¢do e a polarizacdo mais extrema ¢ vista nas infecgdes cronicas ou na exposi¢ao
cronica a antigenos ambientais, quando a estimulagdo imune ¢ persistente (FENHALLS

et al. 2002).

As células T regulatorias adaptativas sdo ainda subdivididas em Treg tipo 1
(Trl) e tipo 3 (Th3), onde medeiam exclusivamente a supressdo via citocinas IL-10 e
TGF-B, nesta ordem. O aumento dos niveis de IL-10 e TGF- B, que sdo produzidos
pelas Treg, potencialmente suprimem a producdo de IgE, enquanto simultaneamente
aumentam a producao de IgG e IgA pelos linfocitos B (BLUESTONE; TANG, 2005, YI

et al. 20006).

Células Treg com fenétipo CD4 CD25" representam cerca de 5 a 10% do total
de células TCD4" no sangue periférico e na medula éssea alcangam 20%, podendo ser
induzidas durante o curso de uma resposta imune normal, utilizando um repertério de

células T contra auto-antigenos (FOUSSAT et al. 2003). Assim, a discriminagdo entre o



proprio e o ndo-proprio ¢ a chave fundamental para a tolerancia imunologica que pode

ser central ou periférica (ABBAS; LICHTMAN, 2006, PYZIK; PICCIRILLO, 2007).

A tolerancia central assegura que o repertorio de linfécitos maduros nao
reconhega antigenos proprios amplamente disseminados nos 6rgaos linféides primarios.
Esse ¢ o principal mecanismo responsavel pela eliminacdo dos linfocitos auto-reativos
do repertério de linfocitos maduros, que podem causar auto-reatividade através da
discriminacao do proprio e do ndo-proprio. No entanto, a tolerancia central ndo explica
porque o sistema imune ndo responde aos antigenos que estdo presentes somente nos
tecidos periféricos. Sendo assim, a tolerancia periférica ¢ importante para a manutengao
da ndo-resposta aos antigenos proprios que estdo expressos nos tecidos periféricos e ndo
nos orgaos linféides primarios (ABBAS; LICHTMAN, 2006). O repertério de linfocitos
maduros contém células capazes de reconhecer os antigenos proprios. Porém, essa
resposta pode ndo evoluir e ndo ser regulada de forma eficiente o que resulta na

manuten¢do da auto-tolerancia (ZHANG et al.2006).

Os principais mecanismos da tolerancia de linfocitos sdo: a indugdo de morte
celular por apoptose, chamada de eliminagao clonal (delecdo); inativagdo funcional sem
a morte celular (anergia) e a supressdo da ativacdo e funcdo efetora dos linfocitos por
células T regulatérias (FOUSSAT et al. 2003). Contudo, os efeitos supressores nao sao

restritos a resposta imune adaptativa, que ¢ mediada por linfocitos T e B.

A funcdo efetora estd ligada aos linfocitos T e serve como mecanismo de defesa
contra microrganismos que sobrevivem dentro dos fagodcitos e/ou células ndo-
fagocitocas infectadas. Pode estar influenciada na ativacdo e fungdo de células da
resposta imune inata, que consiste em barreiras epiteliais, células circulantes e proteinas
que reconhecem microrganismos ou substancias produzidas em infecgdes e entdo

iniciam as respostas que eliminam esses microrganismos. As principais células efetoras



da imunidade inata sdo os neutrdfilos, os fagdcitos mononucleares e as células NK

(natural killer) (ABBAS; LICHTMAN, 2006).

O equilibrio homeostatico do sistema imune ¢ atingido por resposta celular e
humoral normais (YI et al. 2006). Historicamente, os imunologistas dividiram a
imunidade adaptativa em imunidade humoral, sendo que sua fase efetora ¢
desencadeada pelo reconhecimento do antigeno por anticorpos secretados; desse modo,
a imunidade humoral neutraliza e elimina microrganismos extracelulares e toxinas que
sdo acessiveis a anticorpos. Porém, ela ndo ¢ eficaz contra microrganismos que
sobrevivem e se replicam dentro de células infectadas, fazendo com que este

reconhecimento seja especifico as células T (ABBAS; LICHTMAN, 2006).

Alguns agentes inflamatérios, sejam fisicos, quimicos ou infecciosos, induzem
uma resposta imunoldgica que pode resultar na desregulagdo dos processos basicos para
manter a auto-tolerancia, ou seja, causando dano tecidual e doengas auto-imunes (YT et

al. 2006).

1.2 Marcadores moleculares de superficie

Os linfocitos possuem moléculas de superficie que podem ser detectadas como
marcadores moleculares. Os linfocitos T possuem dupla especificidade: reconhecem os
residuos  polimoérficos proprios das moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade, que sdo responsdveis pela restricito ao MHC e também
reconhecem residuos de antigenos peptidicos expostos pelas moléculas do MHC

(ABBAS; LICHTMAN, 2006).



O receptor que reconhece esse complexo peptitio-MHC é chamado de receptor
de células T (TCR). Este receptor ¢ distribuido clonalmente, o que significa que os
clones de linfocitos que apresentam diferentes especificidades expressam TCRs
distintos. Os sinais bioquimicos que sdo acionados nas células T pelo reconhecimento
do antigeno ndo sdo traduzidos pelo TCR, mas sim por proteinas ndo varidveis como
CD3, que estdo ligadas de forma nao-covalente ao receptor do antigeno para formar o

complexo TCR (ALKIM et al. 2007, ABBAS; LICHTMAN, 2006).

A molécula CD3 é composta por trés proteinas que sdo conhecidas como CD3 v,
O ¢ &. Essas proteinas sdo idénticas em todas as células T, independentemente da
especificidade, o que ¢é consistente com o seu papel de sinalizar ou ndo o

reconhecimento do antigeno (ALKIM et al. 2007).

As células T também expressam outros receptores de membrana que nao
reconhecem, mas participam da resposta ao antigeno. Esses receptores sao
genericamente chamados de moléculas acessorias. A significancia fisiologica de
algumas moléculas acessorias consiste em liberar sinais para células T que funcionam
em colaboragdo com os sinais provenientes do complexo TCR, a fim de ativar

totalmente essas células (ABBAS; LICHTMAN, 2006).

As moléculas CD4 e CD8 sao moléculas acessorias e proteinas das células T que
se ligam as regides ndo-polimoérficas das moléculas de MHC e também traduzem os
sinais que, juntamente com os sinais liberados pelo complexo TCR, iniciam a ativagdo
de células T. Assim, os co-receptores CD4 e CDS8 possuem fungdes semelhantes, mas
sdo estruturalmente diferentes. O CD4 ¢ expresso como um mondmero na superficie das
células T e dos timocitos, mas também pode ser encontrado em fagdcitos
mononucleares e em algumas células dendriticas, ao passo que o CD8 ¢ constituido por

heterodimeros (ALKIM et al. 2007).



A ligagdo seletiva do CD4 as moléculas do MHC classe II e do CDS8 as
moléculas do MHC classe I, garante que as células TCD4" respondam aos antigenos
peptidicos associados a classe Il e que as células TCD8" respondam aos antigenos

peptidicos associados a classe I (ALKIM et al. 2007).

Outras moléculas que participam da ativagao de linfécitos sao as moléculas B7-1
(CD80) e B7-2 (CD86), que estdo principalmente expressas nas APCs, incluindo as
células dendriticas, os macrofagos e as células B. A expressdao de ambas as moléculas ¢
induzida por varios tipos de sinais, incluindo endotoxinas, citocinas inflamatorias tais

como IL-2, IFN-y ¢ a interagdo do CD40 com o CD40L (ZHANG et al.2006).

O primeiro receptor descoberto para moléculas co-estimulatorias B7-1 e B7-2
foi a molécula CD28, que ¢ constitutivamente expressa em mais de 90% das células
TCD4" e em 50% das células TCD8" em seres humanos, sendo o principal receptor para
liberar os segundos sinais para ativagdo de células T. A ligacdo do CD28 depende da
proliferacdo de células T induzindo a producgdo de IL-2 e fatores antiapoptdticos (Y1 et

al. 2006).

Um segundo receptor para moléculas B7 foi descoberto mais tarde e ¢ chamado
de CTLA-4 (intracellular cytotoxic T-linphocyte- associated antigen-4) ou CD152 , que
¢ uma molécula da familia do CD28, a qual foi caracterizada com o uso de anticorpos
monoclonais. O nome CTLA-4 foi baseado no fato dessa molécula ser o quarto receptor
expresso nas células CTLs, mas a sua expressao e fun¢do nao estdo restritas as CTLs. O
CTLA-4 ¢ estruturalmente homodlogo ao CD28, servindo como regulador negativo para
ativagdo de linfocitos T (QUEZADA et al. 2006). Quando o CTLA-4 se liga ao B7-1 ¢
B7-2 e ¢ expresso nas células T ativadas, contrariamente ao CD28, funciona como
terminador da resposta das células T e tem um papel importante na auto-tolerancia, pois

promove a expressdo de citocinas como IL-10 e IL-4, embora ndo libere fatores de



crescimento para as células T, como IL-12. Entdo, o balango dinamico entre a
sinalizacdo TCR, CD28 e CTLA-4 tem sido o limite para o desenvolvimento da

resposta imune efetora, inibindo sua proliferagdo (YI et al. 2006).

Outra molécula co-estimulatoria ¢ a CD45 (originalmente chamada de antigeno
leucocitario comum), uma glicoproteina de superficie celular com o dominio
citoplasmatico tirosina fosfatase, cujo papel ¢ a ativagao de células T. Varias formas sao
expressas nos leucdcitos imaturos e maduros, inclusive nas células T e B, timocitos,
fagocitos mononucleares e leucdcitos polimorfonucleares. A familia CD45 é composta
por multiplos membros, todos produtos de um tinico complexo génico. As isoformas da
proteina CD45 que sdo expressas em um grupo restrito de tipos celulares sdo designadas
CD45R. A maioria das células T naive (células T primordiais) humanas expressa uma
forma de CD45R chamada CD45RA, enquanto as células T de memoria expressam uma
isoforma diferente chamada CD45RO. Contudo, esses tipos de expressdo ndo sio fixos
e ndo existem evidéncias de que as variaveis isoformas de CD45R executem fungdes

diferentes (ALKIM et al. 2007).

Recentemente, varios marcadores de superficie tém sido utilizados para a
identificagdo das células Treg, sendo que a molécula CD25 ¢ um importante marcador,
pois se trata da cadeia o do receptor da IL-2, que é expresso pelos linfocitos T e B
ativados. Cerca de 1 a 3% das células T expressam CD25 com alta intensidade

CD25"¢") ¢ também expressam o CTLA-4 (MIYARA et al. 2006).
p

A prevengio de doengas auto-imunes fica menor com a redugao de células CD4"
e ndo com a reducdo de T CDS8’, o que indica que a maioria das células T regulatérias
pertencem a classe CD4" que expressam Foxp3 (forkhead box p3) e este marcador
celular parece ser central no desenvolvimento das células Tregs (PILLAI et al. 2007). O

andlogo humano do Foxp3 de camundongo foi encontrado como uma mutagdo nos



pacientes afetados pela Immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-
linked syndrome (IPEX). Em contraste com outros marcadores de células Tregs, o
Foxp3 nd3o ¢ induzido apds estimulagdo, uma vez que ¢ requerido para o
desenvolvimento dessa linhagem celular, sendo o marcador mais especifico disponivel
(BRAS; GEHA,2006) .

Niveis baixos de Foxp3 podem ser detectados em células T CD4'CD25 com
atividade regulatoria em ratos e em seres humanos, pois células CD25Foxp3" podem
constituir um reservatorio periférico e recrutar células CD25" como forma de expansdo
ou ativagdo homeostatica (YI et al. 2006). Por isso, o Foxp3 ¢ considerado um fator
chave para controlar o desenvolvimento das células CD4'CD25 Treg no timo, pois sua
expressdo estd melhor relacionada com a atividade supressora do que apenas com a
expressdo de CD25. Niveis diminuidos de Foxp3 sdo encontrados em pacientes com
infecgOes virais e doengas auto-imunes (BRAS; GEHA, 2006; NISHIOKA et al. 2006).

Entretanto, existem alguns problemas que devem ser observados sobre o Foxp3
como um marcador especifico de células Treg: primeiramente o fato do Foxp3 ser uma
proteina nuclear, o que limita sua aplicagdo como uma ferramenta para isolar células ex-
vivo; em segundo lugar, o seu papel mediador no desenvolvimento das células Treg em
humanos é controverso (YI et al. 2006).

Alguns grupos de pesquisa realizaram andlises para obter a expressdo de outro
gene que poderia ser especifico para células Treg. Trata-se da superfamilia do TNFR
(receptor do fator de necrose tumoral), que inclui varios receptores tais como: GITR,
0X40 (CD134), CD95, dentre outros. Alguns deles possuem um papel importante nas
fungdes das células Treg (YI et al. 2006). O GITR ¢ requerido para inducdo da apoptose
por TCR, gerando células T resistentes; essa sinalizagdo intracelular recruta proteinas

associadas ao TNF (fator de necrose tumoral), que ¢ expressado em varios linfocitos em



niveis diferentes e quando elevado, ¢ especifico das células Treg que ficam na periferia

e no timo (BLUESTONE; TANG, 2005).

1.3 Células T CD4°'CD25'CTLA4" e doencas inflamatérias granulomatosas
g

As células Tregs ajudam a limitar o dano causado por uma resposta imune rigorosa.
Porém, mecanismos regulatorios defeituosos podem permitir a quebra da tolerancia
imune periférica, que sera seguida por inflamagdo cronica, podendo causar doencas

(FOUSSAT et al. 2003).

O estabelecimento de uma resposta inflamatéria cronica em decorréncia de
patdgenos e agentes irritantes persistentes levam a a formagdo de granuloma, o qual ¢
definido como uma cole¢do compacta de células do sistema fagdcito mononuclear,
podendo sofrer transformacdo para células epitelidides e gigantes. Linfbcitos,
plasmocitos, fibroblastos e eosinofilos geralmente estdo presentes (VAN FURTH et al.,

1972; WILLIAMS & WILLIAMS, 1983).

Estruturalmente estes granulomas sdo pequenas colegdes, de 0,5 a 0,2 mm de
macrofagos modificados, chamados de células epitelidides, tendo origem nos monocitos
que saem do sangue. Essas células possuem uma maior fungdo secretora de enzimas do
que fagocitose e por isso possuem o reticulo endoplamatico rugoso, complexo de Golgi
desenvolvidos e muitas vesiculas no citoplasma (BOGLIOLO L; BRASILEIRO

FILHO, 2000).

O granuloma ¢ a lesdo fundamental em doencas infecciosas (tuberculose,
hanseniase, esquistossomose, histoplasmose, dentre outras) sendo resultado de uma

reacdo de hipersensibilidade tardia (DTH) contra antigenos do agente infeccioso



(WILLIAMS & WILLIAMS, 1983; BRITO & FRANCO, 1994; CHENSUE et al 1994;

ROMANI, 1997).

Uma importante caracteristica dos granulomas ¢ a presenga de um tipo especial
de célula multinucleada denominada de célula gigante, que se origina dos macrofagos e
tem grande capacidade de fagocitose e digestao intracelular. O macréfago faz a divisao
nuclear varias vezes sem dividir o citoplasma e aumenta o tamanho da célula. Na
esquistosomosse cronica observa-se ovos de Schistosoma dentro dessas células no
figado e nas blastomicoses também ¢ possivel verificar a presenca de fungos dentro do
citoplasma sofrendo digestdo. Existem varios padrdes de células gigantes:
- células gigantes de Langhans - sdo células que aparecem nos granulomas formados
contra agentes infecciosos e estruturalmente consiste em uma célula grande com os
nicleos ao redor da periferia e um polo da célula contendo um aglomerado;
- células gigantes do tipo corpo estranho - sdo células gigantes formadas contra
determinados agentes exogenos nao-vivos como particulas de poeira, silicio, berilio e
outros materiais. Essas substancias sdo indigeriveis e por isso desencadeiam a formagao
das células gigantes que vao tentar remové-las do local. Estruturalmente sdo diferentes
das Langhans por terem nucleos mais numerosos e espalhados por todo o citoplasma;
- células gigantes de Touton - sdo associadas a doencas de degeneracdo da gordura,
possuem o citoplasma espumoso e os nucleos estdo alinhados de forma ondulada no
citoplasma;
- células gigantes do sarampo - também sdo chamadas de células Warthin-
Finkeldey, que sdo encontradas nos tecidos linfaticos e com mais freqiiéncia no
apéndice de criancas no estdgio de prédromo do sarampo. Estruturalmente sdo
semelhantes as células de Langhans, porém os nicleos sdo maiores € ocupam mais o

citoplasma que a periferia (BOGLIOLO L; BRASILEIRO FILHO, 2000).



Ainda, existem classificagdes para os granulomas utilizando critérios
anatomicos e¢ morfologicos, de etiologia (envolvendo a causa do processo) ou de
patogenia (envolvendo os mecanismos de origem). Podem ser difusos e focais,
conforme se distribuam pelos limites agredidos; simples e compostos, quando
apresentam apenas macroéfagos ou macréfagos associados a células gigantes,
respectivamente; complexos (ou tuberculéides), quando se considera um padrdo de
granuloma composto, associados aos fendmenos de defesa imunitaria do paciente;
imunitarios e nao-imunitarios, em que se mede principalmente o padrio de
manuten¢do da estrutura granulomatosa a partir de elementos de defesa imune, como os
linfocitos. Assim, diz-se que sdo imunitarios os granulomas em que ha diminui¢do do
agente agressor, contudo, isso ndo garante que o granuloma seja resolvido, pelo
contrario, em muitas situacdes os mecanismos de defesa imune contra o agente podem
provocar maior destruicao tecidual, aumentando o foco de necrose e contribuindo para a
manuten¢do da estrutura inflamatoria; supurativos ou nao-supuratives, quando
exibem pus, causado principalmente por bactérias piogé€nicas de baixa viruléncia

(NOVELLI et al, 1993).

O processo de formagdo das células que compdem o granuloma ocorre quando o
antigeno estimula uma resposta imune celular. Ocorre entdo a apresenta¢do do antigeno
ao linfécito T helper que ird secretar citocinas que estimulam mais linfocitos. Essas
citocinas estimulam os monocitos que chegam da circulagdo a mudarem sua estrutura e
se transformar em células epitelidides e os macréfagos se diferenciam em células

gigantes (ROBBINS, 2000).

No presente trabalho serdo analisadas as seguintes doengas granulomatosas:

- Paracoccidioidomicose:



Trata-se de uma micose profunda ou sistémica caracterizada por manifestagdes
clinicas de doenga granulomatosa cronica. Acredita-se que a infecgdo primaria ocorra
principalmente através da inalagdo de conidios ou fragmentos de micélio (McEWEEN
et al., 1987), com o fungo estabelecendo-se inicialmente nos pulmdes e podendo
disseminar-se através da corrente sangiiinea e/ou sistema linfatico para linfonodos,

superficies cutaneas e outros 6rgaos (BRUMMER et al., 1993).

O granuloma é um componente essencial na defesa anti-P. brasiliensis, pois ¢é
onde ocorre a cooperagdo linfécito T - macréfago, permitindo que o macréfago ndo
apenas exerca suas atividades microbicidas e de apresentador de antigeno, mas também
juntamente com o linfécito T produza citocinas e outros fatores que proporcionariam
um granuloma competente com o objetivo de destruicdo e conten¢do do fungo, a fim de
evitar sua dissemina¢do. Como a manutencdo do granuloma ¢ uma das caracteristicas
principais da imunidade celular, esse ramo do sistema imune adaptativo deve exercer
um papel crucial na protegdo contra a infecgdo por P. brasiliensis. Assim, dependendo
da resposta imunoldgica celular, a Pbmicose pode evoluir com lesdes bem definidas ou
com lesoes frouxas e difusas (FRANCO et al., 1993). Macrofagos ativados, cercados
por linfocitos e fibroblastos, além de eosinéfilos, células gigantes de Langhans e uma
grande quantidade de células polimorfonucleares compdem o granuloma da

Paracoccidioidomicose (ESSAYAG et al. 2002, DEFAVERI et al.1989).
- Tuberculose:

A Tuberculose ¢ uma doenca infecciosa causada pelo Mycobacterium
tuberculosis que possui a capacidade de invadir ¢ disseminar-se pelo corpo humano,
principalmente, devido a condi¢do dos bacilos de sobreviver e proliferar no interior de

fagocitos mononucleares (FENHALLS et al., 2002).



No aspecto imunolégico, o bacilo da tuberculose ¢ fagocitado por um macréfago
alveolar e pode sobreviver e se replicar dentro desta célula. Mondcitos sdo recrutados
para formar o granuloma no local da infeccdo e os bacilos podem ser visualizados
dentro dos macrofagos quando corados pelo método de Ziehl-Neelsen (CHEN et al.,

2007).

O granuloma da tuberculose pode ser visto como um produto da co-evolugdo do
hospedeiro e patogeno através do qual o patégeno permanece restrito e incapaz de
disseminar-se, porém o hospedeiro ¢ incapaz de destrui-lo completamente. Esse
equilibrio persiste até ser perturbado por fatores que comprometam uma resposta imune
eficaz (GUYOT-REVOL et al. 2006). Este granuloma se torna maior quando mais
células sdo recrutadas formando vérias zonas aparentes. A area central (denominada
necrose caseosa) ¢ formada quando ocorre apoptose de macrofagos infectados e

ativacao de células T e essa necrose geralmente ¢ cercada por células epitelidides,

células gigantes multinucleadas e linfocitos (ROACH et al. 2002).

- Sarcoidose:

Doenca sistémica de causa desconhecida, caracterizada pela inflamagdo local
extensiva formando granulomas ndo-caseosos, mais comumente nos pulmdes, olhos,
linfonodos, pele e figado. Pode ser decorrente de uma infec¢ao ou de uma resposta
anormal do sistema imune e fatores hereditarios podem ser importantes (TEIRSTEIN et

al., 2005).

Os granulomas vistos na Sarcoidose sdo agregados de células epitelidides,
similares aos granulomas da tuberculose, entretanto, a quantidade de necrose ¢ menor e
ndo caseosa. As células gigantes multinucleadas do tipo Langhans e do tipo corpo

estranho estdo presentes, porém sdo menos numerosas € podem possuir estruturas em



seu interior, como por exemplo, corpos asterdides ou corpos de Schaumann, embora
estas inclusdes nao sejam especificas da sarcoidose (MOLLER, 2007, TEIRSTEIN et

al., 2005).

Entdo, ao se tratar de células regulatorias, a resposta imune pode ser gerada
mediante o reconhecimento de antigenos proprios no timo ou nos orgdos linféides
periféricos, mas nao se conhecem as condicdes especiais de expressdo ao antigeno que
levam a geracao dessas células (PILLAI et al. 2007). Sendo assim, a presenga de Tregs
pode ser vantajosa e/ou prejudicial durante infecgdes cronicas, pois pode impedir a
inflamacao excessiva e patoldgica, como também podem promover a persisténcia da
infeccdo. A infecgdo persistente pode promover uma fonte continua para o antigeno que

mantém resposta 6tima para células T de memoria (ABBAS, LICHTMAN, 2005).



2. OBJETIVOS

- Identificar as populacdes celulares presentes nas lesdes granulomatosas de
pacientes com Paracoccidioidomicose, Tuberculose e Sarcoidose.
- Correlacionar as populagdes celulares identificadas nas lesdes entre si e com a

presenca de linfocitos TCD25 CTLA-4".



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

Foram utilizadas 19 bidpsias de pulmdo e linfonodo, com diagnodstico de
Paracoccidioidomicose, Tuberculose e Sarcoidose. As lesdes pulmonares dos pacientes
com diagndstico de tuberculose eram recentes se comparadas com as lesdes de
linfonodos, visto que, os pacientes com este tipo de lesdo ja estavam em tratamento,
com positividade da doenga a cerca de 2 a 5 anos.

Os fragmentos das bidpsias foram obtidos do Centro de Anatomia Patoldgica
(CAP) do Hospital Universitario de Brasilia e do Laboratério LIB. As bidpsias foram
previamente fixadas em formol tamponado a 10%, incluidas em parafina e realizados
cortes de 4 um, que foram corados pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE). Foram
realizadas também coloracdes especiais para evidenciar fungos (Grocott) e o bacilo da
tuberculose (Fite-faraco).

Todas as amostras analisadas possuiam diagnostico clinico confirmado através
dos exames histopatoldgicos. Foram analisados 5 casos de paracoccidioidomicose
(PCM) 3 pulmonares e 2 de linfonodos, 11 casos de tuberculose (TB), sendo 8§
pulmonares e 3 linfonodos e 3 casos de sarcoidose, todos de linfonodos.

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Faculdade de

Medicina da Universidade de Brasilia.

3.2 Rea¢ao de Imuno-histoquimica

Para as andlises de imuno-histoquimica, foram realizados cortes das amostras

parafinadas em espessura de 4 um e fixados em laminas de vidro contendo poli-L Lisina



(0,1% - Sigma). A técnica utilizada foi a de imunoperoxidase para a identificagdo das
moléculas CD4, CDS, CD25, CTLA-4, CD20, CD75, CD3 e CD45RO.

Os cortes sobre as laminas foram desparafinizados em estufa a 50°C por 20
minutos e hidratados por 3 incubacgdes em xilol por 5 minutos cada, sendo a primeira
com xilol aquecido na estufa a 50°C. Entdo, os tecidos foram re-hidratados em alcool
absoluto, em trés cubas distintas, mantendo a mesma graduacao.

Em seguida, as laminas foram incubadas em peréxido de hidrogénio (Merck) a
3% em metanol (Vetec), por 17 minutos, para o bloqueio da peroxidase enddgena. Apds
lavagem com é4gua destilada, as ldminas foram incubadas em tampao citrato (Sigma),
pH = 6.2 e aquecidas a uma temperatura de 120°C sob pressdo, para exposigdo
antigénica, por 1 minuto e 30 segundos.

ApOs a exposicao antigénica, as laminas permaneceram no tampao citrato por 30
minutos, em banho-maria, a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram
incubadas com soro de leite a 3% em PBS (leite desnatado Molico) por 30 minutos, a
fim de se obter o bloqueio das ligacdes protéicas inespecificas. As laminas foram entao
secas e incubadas com os anticorpos primarios por 18 horas e mantidas na temperatura
de 4°C. Os anticorpos que foram utilizados e suas respectivas diluigdes estdo
especificados na Tabela 1. Todas as dilui¢des foram realizadas utilizando PBS
associado a soro albumina bovina (PBS-BSA) a 1%. Apds o periodo de 18 horas,
realizaram-se as lavagens consecutivas e posteriormente a incubagdo com os anticorpos
secundarios anti-IgG de camundongo por 20 minutos, a temperatura de 22 a 25 °C,
seguido pela incubagdo da streptoavidina marcada com peroxidase por 20 minutos, a

temperatura ambiente.



Tabela 1: Anticorpos primarios e suas respectivas dilui¢des, clones, codigos e fabricantes

Anticorpos

Monoclonais de camundongo anti-
célula T humana, CD3
Monoclonais de camundongo anti-
célula T humana, CD8
Monoclonais de camundongo anti-
célula T humana, CD4
Monoclonais de camundongo anti-
célula T humana, CD45RO
Monoclonais de camundongo anti-
célula B humana, CD20
Monoclonais de camundongo anti-
célula B humana, CD75
Policlonais de camundongo anti-
célula T humana, CD25
Policlonais de camundongo anti-
célula T humana, CTLA-4

Diluicao

1:100

1:100

1:100

1:100

1:100

1:100

1:100

1:100

Clone

PC3/188A

CB/144B

MT310

UCHLI1

L26

JCB117

MI19

C19

Codigo
M7193
M7103
MO0716
MO0742
MO0755
M7050
H2203

K1104

Fabricante

DAKO

DAKO

DAKO

DAKO

DAKO

DAKO

Santa Cruz

Santa Cruz

Posterior as lavagens consecutivas com PBS-BSA a 1%, procedeu-se a revelagado

da reagdo utilizando o substrato 3.3’-Diaminobenzidina pronto para uso (KIT DAKO).

A revelacdo foi feita, por 15 minutos, a temperatura ambiente e protegida da luz. A

reacdo foi interrompida com agua destilada e as laminas foram contra-coradas com

hematoxilina de Mayer, por 10 minutos, a temperatura ambiente. Apos serem lavadas

com agua destilada por duas vezes, as laminas foram incubadas por mais 10 minutos em

agua destilada, desidratadas com alcoois (95° e 100° GL), passadas em xilol (3 vezes) e

montadas com solucdo de resina ndo aquosa (Entellan-Mikroskopie-Merck).

3.3 Analise dos Resultados

3.3.1 Analise Morfolégica da Lesao

As laminas submetidas a coloragdo de rotina (HE) foram avaliadas quanto a

presenga de micro-abscessos, morfologia e distribuicdo dos granulomas, bem como as



caracteristicas gerais do infiltrado inflamatorio, ou seja, foi feita andlise semi-

quantitativa de histidcitos, células gigantes, linfocitos, neutrofilos e granulomas.

3.3.2 Analise Quantitativa das Células CD4", CD8", CD45RO", CD3", CD20",
CD75%,CD25", CTLA-4"

Para esta contagem, foi utilizado um microscopico binocular AXIOLAB-ZEISS
associado a ocular com reticulo de integragdo quadrado em forma de rede (CARL
ZEISS-4740680000000-Netzmikrometer 12,5x). Foram selecionados 3 campos no sitio
inflamatorio das lesdes, envolvendo principalmente os granulomas. Todas as amostras
foram examinadas sob a objetiva de 100x, utilizando 6leo de imersdo: a area ocupada
pelo reticulo neste aumento correspondia a 0,015625mm®. Os valores obtidos foram
demonstrados como o numero de células positivas/mm?, considerando o méximo de
1000 células. Assim, a soma das células em 3 campos considerando até 1000 células foi

corrigida para Imm?, sendo que o nimero maximo de células foi de 64000/mm”.

Os fenotipos celulares considerados como relevantes foram associados aos
marcadores positivos de linfocitos T. Os dados foram submetidos a testes estatisticos
(Analise de Variancia (ANOVA) e Teste t de Student). Diferengas entre os grupos

foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.



4. RESULTADOS

4.1 Caracterizaciao microscopica dos espécimes selecionados

4.1.1 Casos de Paracoccidioidomicose

A andlise microscopica das biopsias pulmonares (pacientes 2 a 4) revelou, no
parénquima pulmonar, um infiltrado inflamatdrio cronico constituido por granulomas,
células mononucleares, microabscessos neutrofilicos e células gigantes multinucleadas.

Nas duas biopsias de linfonodo (pacientes 1 e 5) foram observados granulomas
frouxos constituidos por agregados de células epitelidides e por células gigantes
multinucleadas do tipo Langhans. Os granulomas analisados ndo apresentaram necrose
central e estavam envolvidos por infiltrado de linfocitos, histiocitos, plasmocitos,
eosinofilos, neutrofilos e fibroblastos, com exce¢do de apenas um caso (paciente 3), que
foi observado uma extensa area de necrose com focos de tecido de granulacdo e fibrose.
Todos os cortes analisados apresentaram estruturas fiingicas com brotamentos multiplos

compativeis com o fungo Paracoccidioides brasiliensis. (Tabela 2 e figura 1)

Tabela 2: Analise semi-quantitativa dos achados histolégicos nos pacientes com
Paracoccidioidomicose.

Paciente Histiécitos Células Linfécitos Neutréfilos Granulomas Fungos

com gigantes
PCM
1 +++ +++ +++ ++ + +
2 +++ +++ ++ -+ +++ b
3 ++ o+ +++ ++ ++ +++
4 - ++ - ++ ++ -
5 ++ 4+ ++ - ++ ++

Legenda: - (auséncia); + (raros); ++ (alguns); +++ (varios); ++++ (numerosos)
1 e 5 - bidpsias de linfonodo; 2 a 4 - biopsias de pulmao



Figura 1: Fotomicrografia de lesdes de pacientes com paracoccidioidomicose do tipo pulmonar
(A e B) apresentando granulomas com presenca de células gigantes multinucleadas e leveduras
de fungo no seu interior; granulomas epitelidides confluentes de linfonodo (C) e leveduras de
fungo com brotamentos multiplos (D). (A, B, C foram coradas com HE e D foi corada pelo
método de Grocott. Os aumentos originais de 200x para A, 400x para B e D e 100x para C).

4.1.2 Casos de Tuberculose

A andlise microscopica das oito bidpsias pulmonares (pacientes de 1 a 8)
apresentou parénquima pulmonar com reagdo inflamatoéria granulomatosa, células
epitelidides e células gigantes multinucleadas dispostas em palicada ao redor da necrose
central. As trés biopsias de linfonodos (pacientes de 9 a 11) revelaram granulomas
caseosos constituidos por células epitelidides e gigantes multinucleadas com infiltrado
de linfocitos, histiocitos e plasmodcitos. Em todos os casos analisados ndo foram

evidenciados bacilos nas lesdes. (Tabela 3 e Figura 2).



Tabela 3: Analise semi-quantitativa dos achados histolégicos nos pacientes
com Tuberculose.

Paciente Histiocitos Células Linfocitos Neutrofilos Granulomas

com TB gigantes
1 ++ ++ ++ + ++
2 +++ ++ +++ + +H++
3 ++ +++ ++ - ++
4 ++ ++ +++ - ++
5 ++ ++ ++ - ++
6 + +++ + - +++
7 -+ +++ -+ - ++
8 ++ +++ -+ - +++
9 ++ ++ ++ - ++
10 ++ ++ ++ - ++
11 +++ ++ +++ + +++

Legenda: - (auséncia); + (raros); ++ (alguns); +++ (varios); ++++ (numerosos)
1 a 8 - biopsias de pulmdo; 9 a 11 - bidpsias de linfonodo

Figura 2: Fotomicrografia de lesdes de pacientes com tuberculose pulmonar apresentando
granulomas epitelidides com células gigantes multinucleadas (A e B); granuloma pulmonar
com necrose caseosa central com palicada de histiocitos (C) e infiltrado de células
mononucleares com células gigantes multinucleadas em linfonodo (D). (A, B, C ¢ D foram
coradas com HE. Os aumentos originais de 200x para A e B, 100x para C e D).




4.1.3 Casos de Sarcoidose

Em todos os casos de Sarcoidose foram observados granulomas compactos e
confluentes constituidos por células epitelidides e gigantes multinucleadas. Estes
granulomas ndo apresentaram necrose central e estavam envolvidos por infiltrado de
linfécitos. Em apenas um caso (Sarcoidose 3) foi possivel observar células gigantes

multinucleadas contendo corpos asteroides no seu interior. (Tabela 4 e Figura 3)

Tabela 4: Analise semi-quantitativa dos achados histologicos nos pacientes com

Sarcoidose.
Pacientes Histiocitos Células Linfocitos Neutrofilos Granulomas
com gigantes
Sarcoidose
1 + + ++ - +++
2 + + ++ - At
3 + +++ ++ - ++

Legenda: - (auséncia); + (raros); ++ (alguns); +++ (varios); ++++ (numerosos)
1 a 3 - bidpsias de linfonodo



Figura 3: Fotomicrografia de lesdes de pacientes com sarcoidose apresentando granulomas
epitelidides confluentes (A, B, C) e célula gigante com corpo asterdide (D). (A, B, C, D foram
coradas com HE. Os aumentos originais de 100x para A e B, 200x para C e 400x para D).

4.2 Descricio quantitativa da imunomarcacido das amostras de

Paracoccidioidomicose, Tuberculose e Sarcoidose

A andlise quantitativa da intensidade de imunomarcacdo revelou uma intensa
expressdo de células por mm?, na maioria dos casos, para os marcadores celulares
CD8", CD20", CD75", CD3" ¢ CD45RO" nas amostras de PCM (Tabela 5 e Figuras 4 ¢
7A), TB (Tabela 6 e Figuras 5 ¢ 7B) e Sarcoidose (Tabela 7 e Figuras 6 ¢ 7C). A
expressdo do CTLA-4 foi variavel e estava relacionado com o tecido analisado (Figura

8).




Tabela 5: Numero de células positivas para marcadores celulares por mm® em pacientes com

Paracoccidioidomicose.

Paciente CD4 CD8 CD25 CTLA-4 CD20 CD75 CD3 CD45RO
com PCM
1 128 256 0 1472 7680 8960 11840 0
2 18240 1600 1856 1280 57088 33920 11840 64000
3 0 1216 0 640 64000 64000 54848 64000
4 0 10496 0 4416 64000 64000 3648 64000
5 64000 44160 1600 0 3648 64000 64000 64000

Soma dos 3 campos analisados/mm’

Figura 4: Analise imuno-histoquimica dos granulomas das lesdes de pacientes com
paracoccidioidomicose, para os marcadores CD8 (A), CD25 (B), CTLA-4 (C) e CD3 (D). (Os

aumento originais de 400x para A,B,C e D)



Tabela 6: Numero de células positivas para marcadores celulares por mm® em pacientes em
pacientes com Tuberculose.

Paciente CD4 CD8 CD25 CTLA-4 CD20 CD75 CD3 CD45RO
com TB
1 0 64000 192 11392 33920 0 64000 9792
2 0 64000 0 0 384 8768 48512 64000
3 0 9984 0 0 4544 3776 64000 64000
4 0 512 0 0 768 0 0 11520
5 960 19840 320 1024 11904 14080 18560 46720
6 1344 2496 320 512 640 1088 8128 4032
7 1216 2624 2048 1152 56768 36032 20480 11456
8 128 23168 320 128 36736 26688 1344 3008
9 512 14400 3328 2240 56960 64000 43840 54848
10 0 2432 0 1920 64000 64000 64000 54400
11 10368 64000 5184 8448 64000 64000 64000 64000

Soma dos 3 campos analisados/mm’

Figura 5: Anadlise imuno-histoquimica dos granulomas das lesdes de pacientes com
tuberculose, para os marcadores CD8 (A), CD25 (B), CTLA-4 (C) e CD3 (D). (Os aumento
originais de 400x para A,B,C e D)



Tabela 7: Numero de células positivas para marcadores celulares por mm” em pacientes em
pacientes em pacientes com Sarcoidose.

Pacientes
com CD4 CD8 CD25 CTLA-4 CD20 CD75 CD3 CD45RO
Sarcoidose
1 0 54400 192 0 64000 64000 64000 59840
2 256 5888 0 0 17920 11392 5760 13440
3 0 3904 0 0 1408 384 7040 1600

Soma dos 3 campos analisados/mm’

Figura 6: Analise imuno-histoquimica dos granulomas das lesdes de pacientes com sarcoidose,
para os marcadores CD8 (A), CD25 (B), CTLA-4 (C) e CD3 (D). (Os aumento originais de
400x para A,B,C e D)
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expressdo de CTLA-4 com o tecido analisado.

4.3 - Analise comparativa dos diferentes tipos celulares nas lesdes de

Paracoccidioidomicose, Tuberculose e Sarcoidose

A andlise imuno-histoquimica dos marcadores moleculares das doencgas
paracoccidioidomicose, tuberculose e sarcoidose, quando correlacionadas entre si, ndo
revelaram expressdo significativa em uma doenca especifica. Porém, ao comparar as
células CD4", com a expressdo dos outros marcadores moleculares em cada doenca
isoladamente, foi possivel observar na paracoccidioidomicose, que as células TCD4"
que apresentaram uma expressao dos marcador CD45RO (p = 0,0379) obtiveram maior
correlacdo se comparados com os marcadores CD25 (p = 0,1306) e CTLA-4 (p =

0,1549).

O mesmo foi observado na tuberculose, onde o marcador CD45RO (p = 0,0007) foi
mais significativo em células TCD4" se comparados aos marcadores CD25 (p = 0,3326)

e CTLA-4 (p = 0,1615). Assim, a correlagdo observada entre as células CD4" e



CD45RO " na paracoccidioidomicose e tuberculose, foi mais significativa se comparado

com a sarcoidose, como pode ser observado na Tabela 8.

Tabela 8: Teste t de Student entre a populagdo de linfocitos CD4" e os marcadores moleculares
CDS8, CD25, CTLA-4, CD20, CD75, CD3 e CD45RO.

Células CD4" Paracoccidioidomicose Tuberculose Sarcoidose
CD25 p=20,1306 p=0,3326 p=0,4422
CTLA-4 p=0,1549 p=0,1615 p=0,2113
CD45RO p=0,0379 p =0,0007 p=0,1485

O marcador molecular CD75, especifico de células B, tanto na Pbmicose (p =
0,0466) quanto na tuberculose (p = 0,0053), obteve uma correlac¢do positiva com células

CD4". A mesma correlagio pode ser observada para o marcador CD20. (Tabela 9)

Tabela 9: Teste t de Student entre a populagdo de linfécitos CD4 " e os marcadores moleculares
CDS8, CD25, CTLA-4, CD20, CD75, CD3 e CD45RO.

Células CD4" Paracoccidioidomicose Tuberculose Sarcoidose
CD20 p=0,1909 p = 10,0022 p=0,1388
CD75 p =0,0466 p=10,0053 p=0,1644

As células que expressaram CTLA-4 obtiveram o mesmo perfil das células
CD25" na tuberculose e na paracoccidioidomicose. Ao comparar a expressio dos
marcadores CD25 ¢ CTLA-4, com as células CD3" e CD45RO", foi possivel observar

uma significativa correlacdo entre essas populacdes celulares, ao contrario do que



ocorreu com as populagdes de células CD4" ¢ CDS8". Especificamente na tuberculose,

houve uma correlagio entre as células CD4" e CD8" (p = 0,006). (Tabela 10)

Tabela 10: Teste t de Student entre a populagdo de linfocitos CD25" e CTLA-4" com os

marcadores moleculares CD4, CD8, CD20, CD75, CD3 e CD45RO.

Células CD25" e Paracoccidioidomicose Tuberculose Sarcoidose
CTLA-4"

CD4 p1 =0,1306 p1 =0,3326 p1 = 0,4422

p2= 10,1549 p2=0,1615 p2=0,2113

CDS8 p1 =0,1272 p1 =0,0072 p1 =0,1620

p2=0,1559 p2 = 0,0065 p2=0,1622

CD3 p1 =0,0414 pi=0,0006 p1 =0,1568

p2=0,0509 p2 = 0,0005 p2=0,1570

CD45RO p1 = 0,0080 p1 =0,0007 p1 =0,1474

p2=0,0089 p2=10,0012 p2=10,1476

p1 = referente ao marcado CD25

p» = referente ao marcador CTLA-4

Na Pbmicose, a expressio de CD8 juntamente com a populagdo de células
CD45RO" (p = 0,0177), obteve maior significado se comparado com a expressdo deste
mesmo marcador na tuberculose (p = 0,1413), porém na tuberculose foram encontradas

células CD8'CD25" (p = 0,0072) e células CDS ' CTLA-4" (p = 0,0066). (Tabela 11)



Tabela 11: Teste t de Student entre a populagdo de linfocitos CD8" e os marcadores
moleculares CD4, CD25, CTLA-4, CD20, CD75, CD3 e CD45RO.

Células CD8" Paracoccidioidomicose Tuberculose Sarcoidose
CD25 p=20,1272 p=0,0072 p=0,1620
CTLA-4 p=0,1559 p =10,0065 p=10,1622
CD45RO p=0,0177 p =0,1413 p=0,1782

A expressio do marcador CD3 foi mais significativo entre as células CD25" e
CTLA-4", contudo, na tuberculose as células CD4" apresentaram relevancia para sua
expressdo (p = 0,006) e na Pbmicose as células CD8" apresentaram correlagdo positiva

com o marcador CD3 (p = 0,0075). (Tabela 12)

Tabela 12: Teste t de Student entre a populacio de linfocitos CD3" com os marcadores
moleculares CD4, CD8, CD25, CTLA-4, CD20, CD75 e CD45RO.

Células CD3" Paracoccidioidomicose Tuberculose Sarcoidose
CD4 p=0,1537 p =0,0006 p=0,1580
CDS8 p=0,0075 p=0,0872 p=0,1396
CD25 p=10,0414 p =0,0006 p=0,1568

CTLA-4 p=0,0509 p =0,0005 p=0,1570

A correlagdo entre as células CD4" e CD8" foi observada apenas na Tuberculose
(p = 0,0066) e ndo foi observada significancia entre as células CD4'CD25" com a

expressdo de CTLA-4, em nenhuma das doencas analisadas.



Na Sarcoidose nao foi observada correlagdo significativa entre os marcadores
celulares e também ndo foram observadas diferencas significativas entre a expressao

dos mesmos, se comparados com as outras células.

Nao foi observada a expressao especifica de um marcador em isolado entre as

trés doencas analisadas. (Tabela 13)

Tabela 13: Expressdo especifica entre os marcadores moleculares CD4, CD8, CD25, CTLA-4,
CD20, CD75, CD3 e CD45RO ¢ as doengas Paracoccidioidomicose, Tuberculose ¢ Sarcoidose.

Expressao Paracoccidioidomicose / Tuberculose/ Sarcoidose
especifica
CD4 P =0,1406
CD8 p=0,6471
CD25 p=10,5695
CTLA-4 p=10,4974
CD20 p=10,8075
CD75 p=10,3531
CD3 p=0,8085
CD45R0O p=0,4074




5. DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliada a presenca das populagdes de linfocitos, através
de diferentes marcadores celulares, incluindo as células T regulatérias em doencas

granulomatosas cronicas como a Paracoccidioidomicose, Tuberculose e Sarcoidose.

A Paracoccidioidomicose, assim como outras doengas fungicas, depende da
interagdo entre o fungo e a resposta imunologica do hospedeiro para evoluir para a cura
espontdnea ou disseminar-se pelo organismo causando granulomatose cronica

(DEFAVERI et al, 1989).

Foram encontradas nos granulomas de Pbmicose, subpopulagdes celulares de
linfocitos TCD4'CD45RO" e uma maior correlacdo entre as células
CD8'CD3'CD45RO" se comparadas as células CD4". O aumento da expressio de
CD45RO reflete a ativacdo celular em resposta a presenga do fungo nos pulmdes e,
além disso, a maior expressio de granulos citotoxicos pelos linfécitos T CD8" indica
um potencial citolitico frente as células infectadas pelo fungo (CAVASSANI et al,

2006).

O controle desse tipo de infeccdo depende da resposta imune celular efetiva,
geralmente associada ao tipo Thl, caracterizado pela sintese de citocinas que ativam
macréfagos e linfocitos TCD4™ e TCDS', resultando na formagio de granulomas
compactos. A organizagdo desta resposta imune permite o controle da replicacdo do
fungo, porém formas quiescentes podem persistir no interior do granuloma. Pacientes
infectados que desenvolvem a doenga apresentam depressdo da resposta Thl,

correlacionando sua gravidade (SHIKANAI-YASUDA et al. 2006).

Nio foi possivel observar a populacio de células TCD4'CD25 CTLA-4" nas

lesdes de Pbmicose. Porém, Cavassani e colaboradores, observaram que células



TCD4"CD25" que expressam CTLA-4 e outros marcadores incluindo o CD45RO estio
acumuladas nas lesdes induzidas por Paracoccidioides brasiliensis e que das células

que exibem o fenétipo celular CD3'CD4", cerca 3,5% destas células expressam CD25".

A relacdo entre a imunidade celular e a evolu¢dao do granuloma na Pbmicose ¢
ainda evidenciada por estudos realizados sobre a infeccdo por P. brasiliensis em
humanos ou experimentalmente induzida, nas quais ocorrem duas formas polares das
manifestagdes clinicas da paracoccidioidomicose cronica: (1) a forma benigna,
caracterizada por infeccdo localizada, baixo niveis de anticorpos especificos, resposta
imune celular persistente com histopatologia apresentando granuloma epitelidide
compacto com poucos fungos; (2) a forma severa, na qual ocorre uma infec¢ao
disseminada, altos niveis de anticorpos especificos, resposta imune celular deprimida
apresentando inflamagdo granulomatosa confluente e supurativa com uma area extensa
de necrose e grande numero de células fingicas (LACAZ et al., 1982; FRANCO et al.,
1993).

Assim, foi possivel observar uma alta expressdo de estruturas fungicas
sugestivas de P. brasiliensis, tanto nas biopsias de pulmdo quanto nas bidpsias de
linfonodo, caracterizando a formagdo granulomatosa com predominancia de um
infiltrado neutrofilico.

A importancia das subpopulag¢des de linfocitos T infiltrados no granuloma foi
avaliada por Utiel (1998). Camundongos tratados com anticorpos anti-CD4 e anti-CD8§
apresentavam alteragdes no padrdo granulomatoso. As lesdes observadas nos animais
tratados com anti-CD4 eram frouxas e difusas, com macréfagos e mondcitos imaturos
apresentando grande nimero de células fingicas. Nos camundongos tratados com
anticorpos anti-CDS, os granulomas apresentavam-se bem definidos e com fagdcitos

diferenciados e também apresentavam grande quantidade de fungo. Assim, sugeriu-se



que embora o granuloma possa resultar da interagdo do macroéfago com constituintes do
fungo, sua evolugdo é determinada pelos linfocitos T, sendo que os linfocitos CD4"
promoveriam a diferenciacdo e ativagdo dos fagocitos mononucleares e os linfécitos
CDS8" contribuiriam para a eliminagdo do fungo. Um estudo posterior corroborou e
complementou o trabalho de Utiel (1998), pois demonstrou que independentemente da
susceptibilidade da linhagem do camundongo a infec¢do com o fungo (resistente ou
suscetivel), os linfocitos CD8" estavam envolvidos na destrui¢io e no controle da
disseminagdo do fungo para tecidos extra pulmonar. Ademais, essas células parecem
exercer um efeito na supressao da resposta DTH em animais suscetiveis, entretanto nao
foi observado efeito significativo na formagdo da lesdo granulomatosa e na producao de

anticorpos especificos, em nenhuma das linhagens analisada (CANO et al., 2000).

Com relagdo a tuberculose, os fendtipos celulares encontrados seguiram o
mesmo padrio da paracoccidioidomicose. Células CD8'CD3"CD45RO" obtiveram
expressdo significativa e ainda encontramos subpopulacdes de linfocitos TCD8 CD25"

e linfécitos TCD8 ' CTLA-4".

Apesar de nao ter sido observada populagdo de células TCD4 CD25 CTLA-4",
Kirman e colaboradores analisaram pacientes com tuberculose ativa que possuiam uma
porcentagem mais elevada de células TCD25" dentro da populagdo de células TCD4".
Contudo, o que se demonstra, ¢ que a expressao de CTLA-4 em pacientes com
tuberculose ¢ baixa, ou seja, sua expressdo decresce em pacientes com doenca ativa se

comparados com pacientes reatores a tuberculina e saudaveis.

Uma infec¢do por fungos ou micobactérias ndo ocorre diretamente pelo
reconhecimento dos linfocitos T citotéxicos, mas sim pela extrema participacdo dos
linfocitos do tipo Thl que fazem o reconhecimento nas células apresentadoras de

antigenos e liberam citocinas estimuladoras de linfocitos T. Com a ativagdo dos



linfocitos Thl ocorre também a estimulacdo para a formagao de um clone de células de
memoria especifico para o antigeno que vai permanecer sempre no organismo € se
manifestar numa resposta imune secundaria. Na Tuberculose, formas mais graves
evoluem com o predominio da resposta imunologica Th2, onde ocorre uma maior
ativacdo de linfocitos B, hipergamaglobulinemia ¢ altos titulos de anticorpos
especificos, cuja magnitude se correlaciona com a gravidade e disseminagdo da doenga.
Isto fica indicado pela queda do numero de linfécitos TCD4 nos pacientes graves
(SHIKANAI-YASUDA et al. 2006). Estes dados podem justificar o aumento de

linfocitos CD8 se comparados aos linfocitos CD4, especificamente na tuberculose.

Estudos prévios ainda demonstraram a importadncia de perfis distintos de
citocinas produzidas e/ou induzidas por linfocitos T CD4" antigeno-especificos na
reposta inflamatdria granulomatosa a patdgenos intracelulares, sendo que um perfil
dominado por citocinas tipo 1 promoveria a organizagdo do granuloma enquanto

citocinas do tipo 2 a sua neutralizacdo (CHENSUE et al., 1994; KUNKEL et al., 1996).

J& os dados observados na sarcoidose, ndo foi possivel obter uma correlacao
significativa com as subpopulagdes celulares, se comparados com os dados na
paracoccidioidomicose e tuberculose. Porém, a coincidéncia histopatologica entre
doencas fungicas como paracoccidioidomicose e doengas granulomatosas como a
sarcoidose conduz a pergunta se a sarcoidose esta baseada em um agente etiologico
infeccioso possivelmente ndo identificado. Na literatura ndo foi encontrado dados a
respeito desta hipotese, exceto um estudo feito por Judd, em 1975, que descreve um
exemplo de sarcoidose em preparagdes histoldogicas em que se tentou de mostrar
possiveis agentes infecciosos. Entretanto, ndo foi demonstrado necrose nos granulomas
que poderiam ser iniciados por micobactérias, fungos ou outros microrganismos

(COSTABEL, 2007).



Miyara et al (2006) observaram que células TCD4'CD25 Foxp3 " se acumulam
na periferia dos granulomas e no sangue periférico dos pacientes com sarcoidose ativa,
contudo, ocorre um actmulo de células TCD4" do tipo Thl e macréfagos no local da

inflamagao, principalmente nos pulmades.

Na sarcoidose, os macréfagos mostram uma expressao realgada com o complexo
de histocompatibilidade do tipo II (MHC classe II) e outras moléculas acessorias co-
estimulatérias, sendo que essa fungdo acessoria ¢ mediada pela expressao de CD54 e
CD80. Estes macrofagos reconhecem, processam e apresentam o antigeno aos linfocitos
Thl e ap6s sua ativagdo liberam IL-12 que estimula a liberagdo de IFN-y recrutando
mais células T. As células T ativadas liberam por sua vez IL-2 e fatores quimiotaticos
para mondcitos, conduzindo um recrutamento adicional de macroéfagos e mondcitos

para o local da inflamagdo (COSTABEL, 2007, CHEN, MOLLER, 2007).

O IFN-y ¢ importante para a transformac¢do de macrofagos em células gigantes e
citocinas proinflamatérias como IL-1, IL-6 e TNF-a que sdo essenciais para a
manutencdo do granuloma, visto que a citocina IL-10, considerada anti-inflamatoria ¢
diminuida nos casos de sarcoidose (COSTABEL, 2007). A formacao dos mecanismos
adjacentes, a manutencdo e a defini¢do espontanea dos granulomas na sarcoidose sdo
ainda mal compreendidas, representando um paradoxo imunologico ndo resolvido

(MIYARA et al. 2006).

Foram observados poucos eosindfilos nos granulomas das trés doengas
analisadas. A expressdao de eosinofilos varia de acordo com o tipo de doenga e o
patdgeno relacionado, por exemplo, as células inflamatdrias nos granulomas que atacam
e destroem o miracidio na infec¢do por Schistosoma mansoni, causam reagdo
inflamatoria. Os vermes e ovos provocam reagdo de hipersensibilidade do tipo I, o que

atrai os eosindfilos, que sdo as células inflamatdrias mais relacionadas a defesa contra



metazoarios. E bem conhecido que pacientes portadores de helmintiases intestinais
tendem a apresentar eosinofilia sanguinea. Ocasionalmente estes eosindfilos podem ser
numerosos, relacionados a um verme necrético, porém ndo ha informagoes se os varios
tipos de granulomas, com morfologia varidvel conforme o tempo da infecgdo e
conforme o 6rgdo em que estdo localizados, possuam correlagio com maior ou menor

atividade funcional deste tipo de célula (BOROS, 1986; CHENSUE et al., 1991).

Os granulomas analisados neste trabalho nd3o apresentaram caracteristicas
4 r + , .
especificas de células Treg CD4". Porém, foi demonstrada a presenca de uma outra

subpopulagdo de células Treg CDS".

Células T regulatérias CD8" sdo expandidas por antigenos in vivo e podem ser
detectadas em tecidos humanos infectados por patdgenos, sendo implicadas em doengas
infecciosas, particularmente nas infecgdes cronicas ou persistentes. O conhecimento
deste tipo celular, se comprado com células Treg CD4", ainda é escasso (JOOSTEN et

al., 2007).

A modulagdo espontanea ou regulacdo do granuloma ¢, em parte, mediada por
células T CD4" e CDS8". Alguns estudos demonstraram que, durante a fase cronica da
infec¢do, a modulacdo da resposta granulomatosa ¢ acompanhada por um aumento da
atividade de células T supressoras CDS" e diminuicdo de células T CD4" (BOROS et

al., 1975; BOROS, 1986).

As células CD8'CD25'CTLA-4" foram observadas apenas na tuberculose, pois
o Mycobacterium tuberculosis, pode induzir células Tregs durante a resposta Thl
promovendo a persisténcia da infeccdo. Assim, as infec¢des por micobactérias podem
fornecer um modelo altamente relevante para descrever papéis imunoregulatorios em

seres humanos (JOOSTEN et al., 2007).



O grande numero de marcadores celulares gerados contra moléculas presentes
em linfocitos T permite identificar subpopula¢des de células efetoras, assim como,
diferentes estagios de ativacdo e de maturacdo. O melhor marcador para linfocitos T
totais ¢ o CD3, uma vez que se refere a um complexo molecular associado aos
receptores especificos (TCRs). Além de exclusivo de linfocitos T, encontra-se presente
em todas as subpopula¢des de células T maduras. A caracterizagdo de linfocitos CD3",
geralmente inclui a quantificacio das subpopulacdes CD4", comumente referida como
auxiliar (Th = T helper) e CD8', que apresenta propriedades citotoxicas (Tc)
(JOOSTEN et al., 2007). Deste modo, podemos observar a presenga significativa de

células CD3"CD45RO" nas doengas analisadas.

Sendo assim, a presenca de células TCD45RO" encontradas nos granulomas de
paracoccidioidomicose e tuberculose, pode estar associada a gravidade do quadro destas
doengas, pois a presenca deste marcador modula a resposta inflamatdria, mediada por

citocinas e ativagdo de macrofagos (ALKIM et al.,2007).

Em fun¢do de questdes historicas, a atividade das das células T regulatérias
sempre foi associada exclusivamente ao controle da autoimunidade, em outras palavras,
apenas um mecanismo adicional na manutenc¢do da tolerancia ao proprio. Entretanto, os
avancos na caracterizacdo dessas células — fenotipica e funcionalmente — vém
demonstrando que o seu papel € muito mais amplo do que se pensava. As células Tregs
parecem estar relacionadas ao controle da resposta imune de uma forma mais ampla,
modulando a amplitude da resposta, tanto na fase de expansdo quanto na de constri¢do
(ALMEIDA et al, 2005; SAKAGUCHI, 2004). Essa atividade pode ser muito util ao
controlar a autorreatividade, por exemplo, mas pode também ser deletéria, ao impedir a
elimina¢do completa de patdgenos e promover a cronificagdo de doencgas infecciosas

(BELKAID et al, 2002).



Apesar da dupla marcagdo CD4'CD25" ser utilizada pela grande maioria dos
pesquisadores como especifica das células Treg, varios trabalhos tém demonstrado que
células que ndo expressam a cadeia a do receptor da IL-2 (CD25), também podem ter

atividades imunossupressoras.

Para compreender a possivel importancia da relagdo entre células reguladoras e
doencas granulomatosas serd necessario analisar 0s mecanismos imunoldgicos
envolvidos, bem como os possiveis mecanismos de acdo das varias células com fung¢do
reguladora. Outras células, além das CD4 CD25" com propriedades regulatorias, como
por exemplo, as células CD8'CD28", células NK, células CD4'CD8 e células B tém
sido implicadas em mecanismos de regulacio (CUROTTO DE LAFAILLE;
LAFAILLE, 2002). Portanto, uma analise adicional de outros marcadores de superficie
sera essencial para caracterizar outras subpopulagdes de células T regulatorias em

humanos.



6. CONCLUSOES

- Foram identificadas populag¢des celulares com o fendtipo CD3'CD45RO" tanto na

Pbmicose quanto na Tuberculose;

- Os dados observados de Sarcoidose ndo apresentaram correlagdo significativa com as

subpopulagdes celulares, se comparadas com a Pbmicose ¢ Tuberculose;

- Ndo foram observadas células com o fenétipo CD4 CD25'CTLA-4", porém na
tuberculose foram encontradas células CD8'CD25"CTLA-4", principalmente nas lesdes

de linfonodo;
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ANEXOS

Abreviacoes:

Treg: Células T regulatorias

Th1: Células T helper(auxiliares) tipo 1

Th2: Células T helper(auxiliares) tipo 1

IL-2: Interleucina 2

IL-4: Interleucina 4

IL-10: Interleucina 10

IL-12: Interleucina 12

TNF-a: Fator de Necrose Tumoral o

IFN-vy: Interferon vy

APC: Célula Apresentadora de Antigenos

CTL: Linfocitos Citoliticos

MHC: Complexo Principal de Histocompatibilidade
GITR: Receptor de Glucocorticoide induzido pelo Fator de Necrose Tumoral
TCR: Receptor de Linfocitos T

PCM: Paracoccidioidomicose

TB: Tuberculose
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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