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“A ciéncia nunca resolve um problema

sem criar pelo menos dez outros”.

George Bernard Shaw
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RESUMO

A lobomicose ¢ uma infec¢do subcutanea cronica, granulomatosa, causada pela
implantacdo traumatica do fungo Lacazia loboi nos tecidos cutaneo e subcutaneo. Ocorre
predominantemente na regido Amazdnica e atinge qualquer grupo populacional.
Histologicamente, observa-se reag¢do inflamatoria cronica caracterizada por intensa
histiocitose e fibroplasia, abundante nimero de macrofagos, células gigantes multinucleadas
do tipo corpo estranho e presenga de consideravel nimero de células leveduriformes. Os
macrofagos sdo células fagociticas que participam do reconhecimento e da resposta a
patogenos através da fagocitose, da apresentagdo de antigenos aos linfocitos T e da produgdo
de citocinas. As células de Langerhans (LC) sdo um grupo de Células dendriticas (CD)
derivadas da medula 6ssea situadas principalmente em uma camada suprabasal da epiderme.
Estudos envolvendo a interacdo fungo-hospedeiro na doenga de Jorge Lobo sdo escassos.
Assim, Este estudo ¢ um passo importante para o melhor entendimento da biologia e
patogenia do L. loboi, e para o estudo da imunopatologia da interacdo patdogeno versus
hospedeiro desta doenca emergente e pouco conhecida. O objetivo do presente trabalho foi
analisar a interag¢do in vitro entre macrofagos peritoneais nio ativados e/ou LC, isolados de
camundongos BALB/c, com L. loboi recém-isolado de pacientes com doenga de Jorge Lobo,
bem como determinar os indices de infecc¢do, fagocitose e fusdo, e medir a produgdo das
citocinas TNF-a, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12. Os resultados demonstraram que L. loboi ¢
fagocitado por macrdéfagos, mas ndo por LC. O indice de infec¢do na interagdo entre
macrofagos e L. loboi foi semelhante a interacdo entre macrofagos, LC e L. loboi em todos os
tempos analisados. A média do nimero de fungos por macroéfago também foi praticamente
igual entre as interagdes e ao longo do tempo, variando de 1,2 a 1,6 fungos/macréfagos. Nao
houve a formag¢do de células gigantes em macrofagos cultivados ou LC cultivadas
isoladamente e em nenhum dos co-cultivos. Nao houve diferenca significante na producao de
IL-4, IL-2 e IL-10 nas interagdes estudadas. Os niveis de TNF-o diminuem ao longo do
tempo na interacdo entre macrofagos e L. loboi, enquanto a adi¢do de LC induz aumento da
produgdo de TNF-a, principalmente apos 48 horas. LC modulam negativamente a produgao
de IL-6 por macréfagos e L. loboi também inibem essa produgdo por macrofagos
isoladamente ou em co-cultivo com LC. L. loboi estimulam significativamente a producao de
IL-12 por macréfagos co-cultivados com LC, mas ndo em LC ou macrofagos isoladamente.
Palavras-chave: Lacazia loboi. Células de Langerhans. Macréfagos. Citocinas.
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ABSTRACT

Lobomycosis is a chronic, granulomatous, fungal infection of the skin and
subcutaneous caused by the fungus Lacazia loboi. This mycosis occurs predominantly in
Amazon region and affect all populations groups. Histologically, there is a chronic
inflammatory reaction characterized by the intense fibroplastia and histiocytosis, abundant
number of macrophages, multinucleated giant cells and presence of large numbers of yeast.
Macrophages are phagocytic cells that participate in the recognition and response to
pathogens through phagocytosis, antigen presentation to T lymphocytes and cytokine
production. Langerhans cells (LC) are a group of dendritic cells (DC) derived from bone
marrow, which are located mainly in the suprabasal layer of the epidermis. Studies on host-
fungal interaction in Jorge Lobo's disease are scarce. Therefore, this study constitutes an
important step towards a better understanding of L. loboi biology and pathogenesis, enabling
in vitro culture of this organism endemic in Amazon region and study of their antigenic
properties, as well as new therapeutic approaches. The objective of this study was to analyze
the in vitro interaction between non-activated peritoneal macrophages and/or Langerhans cells
isolated from BALB/c mice and L. loboi, calculating infection, phagocytosis and cellular
fusion rates; also measuring the production of TNF, IL-4, IL-6, IL-10 and IL-12. Results
showed that L. loboi is phagocytosed by macrophages but not by LC. Phagocytosis and
infection rates in the interaction between macrophages and L. loboi was similar to interaction
between macrophages, Langerhans cells and L. loboi at all times analyzed. The mean number
of yeast cell per macrophage was almost equal among interactions and over time, with mean
variation from 1.2 to 1.6 yeast/macrophages. No giant cells formation in coculture studied. No
significant difference occurred in IL-4, II-2 and IL-10 production between interactions
studied. TNF levels decrease in interaction between macrophages and L. loboi while adding
LC induces increased production of TNF-a, especially after 48 hours. LC negatively modulate
IL-6 production by macrophage and L. loboi also inhibits this production by macrophages
alone or cocultured with LC. L. loboi stimulated significantly IL-12 production by
macrophages co-cultured with LC, but not for LC alone or macrophages.

Key-words: Lacazia loboi. Macrophage. Langerhans cells. Cytokines.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Jorge Lobo

1.1.1 Caracteristicas Clinicas

A Doenga de Jorge Lobo ou Lobomicose foi primeiramente descrita em 1931, pelo
médico Jorge Oliveira Lobo em Recife, Brasil (Lobo, 1931). E uma micose cronica,
granulomatosa, causada pelo fungo leveduriforme Lacazia loboi — ainda ndo cultivavel — e
que atinge o tecido cutaneo e subcutaneo. Clinicamente, caracteriza-se pelo polimorfismo das
lesdes (papulas, nodulos, placas nodulares ou verruciformes, lesdes cicatriciais e ulceradas),
mas com predominio de lesdes nodulares de aspecto queloideano (Figura 01). Quanto a
distribui¢do, pode-se observar formas isoladas ou localizadas e formas disseminadas, sendo
que as lesdes se distribuem mais frequentemente nos membros inferiores ou superiores,
nadegas e no tecido cartilaginoso do pavilhdo auricular e nariz. Ardor e prurido no nivel das
lesdes sdo os sintomas mais presentes (Brito e Quaresma, 2007; Talhari et al., 2008; Baruzzi e

Marcopito, 2009).

E relativamente frequente o encontro de dois ou mais tipos de lesdes em um mesmo
paciente. Com o evoluir do tempo, as placas tendem a se estender, surgindo nédulos em seu
interior, de crescimento lento, que podem vir a se ulcerar, dando saida a material
seropurulento. Algumas vezes, as lesdes podem apresentar aparente regressdo para tecido
cicatricial que, quando biopsiado, continua a mostrar a presenca do fungo (Baruzzi e

Marcopito, 2009).

O envolvimento extensivo da pele por disseminagdo linfatica raramente ¢ observado.
Mucosas e 6rgaos internos sao poupados, mesmo em casos generalizados, em que se suspeita

de disseminac¢ao hematogénica (Miranda et al., 2010).
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Figura 01 — Aspectos clinicos das lesdes de lobomicose. Em todas as

fotos pode se observar a presenca das lesdes mais frequentemente
encontradas, com aspecto nodular, queloidiforme, agrupadas em
placas. Fonte: Laboratorio de Dermato-Imunologia

UFPA/UEPA/MC.

1.1.2  Epidemiologia

A micose ocorre mais frequentemente nas regides tropicais e subtropicais,
especialmente na regido amazodnica. Atinge qualquer grupo populacional, sendo mais
frequente em pacientes do sexo masculino com faixa etdria de 20 a 40 anos e que
desenvolvem atividade rural (Lacaz, Baruzzi e Rosa, 1986; Vilani-Moreno, Silva e

Opromolla, 2004).

O Brasil ¢ o pais que apresenta o maior nimero de casos da doencga, que também ja foi
registrada na Venezuela, Colombia, Panama, Costa Rica, Guiana Francesa, Guiana Inglesa,
Suriname, Peru, Honduras, México, Bolivia, Franca, EUA, Canada, Africa do Sul e Grécia
(Figura 02). A maioria dos casos se concentra nos paises da América do Sul, sendo que nos

casos da Franca, EUA e Canada, os individuos eram procedentes ou tinham histéria de
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viagem para os paises latino-americanos (Lacaz, Baruzzi e Rosa, 1986; Brito e Quaresma,

2007; Al-Daraji, Husain e Robson, 2008; Papadavid ef al., 2012).

Ha elevada prevaléncia dessa micose entre os indios Caiabi, no Brasil, com 61 casos
descritos até o presente, a maioria deles nas décadas de 60 e 70 (Baruzzi et al., 1967; Baruzzi
et al., 1973; Baruzzi, Lacaz e De Souza, 1979; Lacaz, Baruzzi ¢ Rosa, 1986). E importante
ressaltar que os indios Caiabi foram transferidos da area que habitavam, na confluéncia dos
rios Arinos e Teles Pires, que formam o rio Tapajés, para o Parque do Xingu, e que apos esta

mudanga ndo surgiram novos casos nesta etnia indigena (Marcos et al., 2005).

No inicio da década de 70, tudo indicava que apenas o homem era suscetivel a
infeccdo natural pelo L. loboi, quando em 1971, houve o primeiro relato do encontro do fungo
em golfinhos, no golfo do México, por (Migaki ef al., 1971). A partir dai, outros relatos foram
surgindo, a maiorias deles em golfinhos da espécie Tursiops truncatus (Bermudez et al.,
2009; Durden et al., 2009; Paniz-Mondolfi e Sander-Hoffmann, 2009; Rotstein et al., 2009;
Murdoch ef al., 2010; Burdett Hart ef al., 2011). Simdes-Lopes e colaboradores registraram o

primeiro caso nessa espécie no Brasil, em Santa Catarina (Simdes-Lopes et al., 1993).

] Até 10 casos
B 10 - 25 casos
M 25 - 50 casos

Il Mais de 50 casos

Figura 02 - Distribuicio mundial dos casos de lobomicose até 2013. Amarelo (paises com
menos de 10 casos registrados), laranja (10-25 casos), vermelho (entre 25 e 50 casos) e

vermelho escuro (acima de 50 casos). Fonte: Baseado em Papadavid et al., 2012.
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A ocorréncia da doenga em golfinhos e a localizacdo das lesdes no homem em areas
do corpo mais expostas a traumas sugerem que L. loboi tem, entre seus reservatorios, agua
doce ou salgada, solo e vegetacdes em areas de mata (Lacaz ef al., 2002; Baruzzi e Marcopito,

2009).

1.1.3 Patogenia e Imunologia

O reservatorio natural de L. loboi ¢ desconhecido, mas cré-se que seja aquatico, ou
associado com o solo e vegetacdo (Ramos ef al., 2009; Talhari et al., 2010; Paniz-Mondolfi e?

al., 2012; Talhari e Talhari, 2012).

O mecanismo de transmissao da lobomicose ainda nao estd estabelecido, mas a porta
de entrada do agente parece ser a pele através de inoculagio traumatica. E o que se tem visto
em casos em que o paciente relata historia de trauma pregresso ao surgimento da lesdo, como,
por exemplo, individuos com lesdo na orelha (gravetos) ou nos ombros (transportar carga nos
ombros) (Brito e Quaresma, 2007; Baruzzi e Marcopito, 2009; Bermudez et al., 2009; Ramos
et al.,2009).

Até o momento, ndo ha comprovacao de transmissdo inter-humana e o periodo de
incubagao da doenca também ¢ desconhecido, mas baseado nos casos de inoculagdo acidental
ou experimental, parece ser longo e variavel (Brito e Quaresma, 2007; Baruzzi e Marcopito,

2009; Ramos et al., 2009).

A julgar pelo polimorfismo das lesdes cutineas, pode-se dizer que a resposta
individual do hospedeiro ao L. loboi ¢ muito varidvel. Alguns pacientes manifestam a forma
disseminada da doenca precocemente, enquanto outros apresentam lesdo isolada ou localizada
por tempo prolongado. Os mecanismos que favorecem a disseminacdo da doenga ¢ o modo
como ocorre sdo desconhecidos. Para alguns autores, a disseminacdo ocorre por via
hematogénica, com o fungo mantendo o tropismo pela pele, sem atingir 6rgdos internos e
mucosas, enquanto que outros explicam a disseminacdo das lesdes por autoinoculagdo

(Baruzzi e Marcopito, 2009; Miranda et al., 2010).

Nos ultimos anos, pesquisadores do Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL, Bauru, SP)

desenvolveram alguns estudos abordando diferentes aspectos imunopatologicos da Doenca de
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Jorge Lobo. Em relacdo a populacdo de células do infiltrado inflamatério, observadas em
cortes histologicos de bidpsias obtidas de pacientes com lobomicose, verificou-se o
predominio de histiocitos e células gigantes multinucleadas. Observou-se a seguinte
frequéncia de células no infiltrado granulomatoso: Histiocitos CD68" > linfocitos CD3"
(linfécitos T CD4" > linfécitos T CD8") > células natural killer > plasmécitos CD 79" >
linfécitos B CD20" (Vilani-Moreno et al., 2005).

O mesmo grupo avaliou o perfil de citocinas em sobrenadante de cultura de
monocitos do sangue periférico de pacientes com lobomicose co-cultivados com L. loboi,
obtidos por fragmentacao, filtragem em gaze e posterior autoclavagem de biopsias de pele.
Verificaram niveis maiores de IL-4 e niveis menores de IL-6 e IL-2 quando comparado ao
grupo controle. Nao houve diferenca significante na producdo TNF-o, IL-10 e INF-y.
Baseados nos resultados encontrados, os autores sugeriram uma alteracdo no perfil de
citocinas representadas por um predominio do perfil Th2, onde as células Th2 auxiliariam as
células B para produgdo de anticorpos, com uma predominincia de resposta imunologica

humoral (Vilani-Moreno, Lauris e Opromolla, 2004).

1.1.4 Diagnostico

O diagnostico clinico ¢ baseado nas manifestacdes cutaneas, com lesdes de longa
evolucdo, sem comprometimento ganglionar, de mucosa ou do estado geral, entre outros

achados da anamnese e exame fisico (Baruzzi e Marcopito, 2009).

O diagnodstico laboratorial (Figura 03) ¢ baseado na visualizagdo de estruturas
leveduriformes no exame micologico direto das lesdes, utilizando preparagdes com KOH 10%
ou calcoflior, e nos cortes histologicos corados por hematoxilina-eosina, método do acido

periddico de Schiff (PAS) e prata-metenamina (De Brito, 2001; Talhari e Talhari, 2012).

Em exame a fresco (Figura 03-A), L. loboi apresenta células leveduriformes globosas
medindo aproximadamente 9 a 12 um de didmetro com paredes espessas e refringentes,
arranjadas isoladamente ou em grupos (Lacaz et al., 2002). Sua reproducdo ocorre por
brotamento e as células permanecem ligadas entre si - em um ou mais pontos - por uma
estreita conexdo tubular formando cadeias (catenulagdo), aspecto caracteristico do fungo L.

loboi in vivo (Burns et al., 2000).
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No exame histopatoldgico a epiderme apresenta aspecto normal, atrofico, hiperplésico
ou ulcerado; e a derme, reagdo inflamatoria cronica granulomatosa, caracterizada por intensa
histiocitose e fibroplasia, abundante nimero de macrofagos, células gigantes multinucleadas
do tipo corpo estranho e presenca de um grande niimero de células leveduriformes (Leite,

1954; Lacaz, Baruzzi e Rosa, 1986; De Brito, 2001).

Figura 03 — Exame microscopico direto e histopatologia para o diagnéstico

de L. loboi. Material bioldgico retirado das lesdes de pacientes com
lobomicose e analisado através de exame micoldgico direto, utilizando
preparagdo de KOH a 10% (A), em preparagdo com calcofluor (B), cortes
corados por hematoxilina-eosina (C) e prata-metenamina (D). Nestas imagens,
pode-se observar o grande nimero de fungos isolados ou agrupados em arranjo
catenulado (ou em rosario). Fonte: Laboratéorio de Dermato-Imunologia

UFPA/UEPA/MC adaptado de Salgado ef al., 2009.

O diagnostico diferencial, com base no aspecto morfoldgico das lesdes, deve ser feito
com queloides; hanseniase, nas formas tuberculéide reacional, virchowiana nodular e histoide
(Wade); leishmaniose tegumentar na fase papular inicial e nas formas nodular e verrucosa;

cromoblastomicose; esporotricose; dermatofibrossarcoma (Baruzzi e Marcopito, 2009).
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1.1.5 Tratamento

Até o momento, a cirurgia representa a melhor conduta terapéutica, principalmente em
lesdes isoladas, circunscritas, na fase inicial. Entretanto, recidivas sao frequentes, mesmo com
tratamento cirirgico, o que ocorre possivelmente por ressec¢do insuficiente (Golcman, 1973;

Baruzzi et al., 1981; Brito e Quaresma, 2007).

Com relagdo ao tratamento medicamentoso, muitas drogas utilizadas com sucesso em
micoses profundas, como sulfadimetoxina, anfotericina B, sulfametoxazol-trimetoprima e
cetoconazol, mostraram resultados insatisfatérios na lobomicose (Brito ¢ Quaresma, 2007;
Baruzzi e Marcopito, 2009; Ramos et al., 2009). O uso da associagdo Clofazimina e
Itraconazol apresentou bom resultado, promovendo remissdo clinica e histopatologica
(Fischer et al., 2002). Também ha relato de melhora clinica e laboratorial de pacientes com
lobomicose em uso de poliquimioterapia (rifampicina, clofazimina e dapsona) para tratamento

de Hanseniase multibacilar (Woods et al., 2010).

Ha relato, no Peru, de um paciente com lobomicose no l6bulo da orelha esquerda que
foi tratado com sucesso com posaconazol durante 27 meses, sem evidéncia de recidiva apds

cinco anos de seguimento (Bustamante ef al., 2013).

A dificuldade no tratamento reside nas formas disseminadas, ainda sem farmaco eficaz
que apresente minimos efeitos colaterais e baixo custo, ressaltando-se este ultimo aspecto, ja

que esta ¢ uma enfermidade ocupacional de trabalhadores rurais (Brito € Quaresma, 2007).

1.1.6 O agente etiologico

O agente etiologico da lobomicose ¢ o Lacazia loboi, um fungo patogénico ainda ndo
cultivavel que apresenta morfologia arredondada, leveduriforme, com paredes espessas,
refringentes e melanizadas (Taborda, Taborda e Mcginnis, 1999). Recentemente, foi
classificado como sendo proximo de Paracoccidioides brasilienses do ponto de vista
taxondmico, e ambas as espécies devem ser colocadas na ordem Onygenales, juntamente com
Ajellomices dermatitidis, Ajellomyces capsulatum e Emmonsia parva (Herr et al., 2001;

Madeira et al., 2003).
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L. loboi, ja fora agrupado nos gé€neros Paracoccidioides ¢ Loboa. Esta dificuldade
taxonomica se deve ao fato do organismo ainda ndo ter sido cultivado em meios artificiais, o
que impede a caracterizagdo microscopica do tipo de reproducdo assexuada. Este fungo ja
recebeu diversas denominagdes: Glenosporella loboi por Fonseca Filho & Area Ledo, 1940;
Blastomyces brasiliensis por Conant & Howell, 1941; Glenosporopsis amazonica por
Fonseca Filho, 1943; Paracoccidoides loboi por Almeida & Lacaz, 1948-1949; Blastomyces
loboi por Langeron & Vanbreuseghem, 1952; Lobomyces loboi por Borelli, 1958. E
atualmente ¢ denominado de Lacazia loboi por Taborda & McGinnis, 1999, pertencendo ao
reino fungi, filo zygomycota, género Lacazia e espécie loboa — a inica espécie de Lacazia (De

Hoog, Guarro e Figueras, 2000).

1.2 Macrofagos

Os macrofagos sdo células fagociticas que desempenham importantes fung¢des no
reconhecimento e resposta a microorganismos invasores, como fagocitose, apresentacao de
antigenos a linfécitos T e secre¢do de citocinas para iniciar a resposta imune e inflamatdria
(Murrey et al., 1998). Podem ser estimulados ou inibidos pelo contato com diversos agentes
ou por citocinas secretadas por outras células (Ma et al., 2003), efetuando a destruicao ¢ a
eliminagdo de patogenos e células estranhas, além de atuar nos processos de reparo tecidual

(Hume et al., 2002; Zhang e Mosser, 2008).

Em resposta a estimulos provenientes de microorganismos ou de linfocitos ativados,
os macrofagos modificam algumas de suas propriedades, tais como a habilidade para aderir e
espalhar-se em substratos, a taxa de endocitose e fusdo de lisossomos com vacuolos
endociticos (Rabinovitch, 1995; Silverstein, 1995). Entre as moléculas e receptores expressos
pelos macrofagos estdo moléculas MHC 1 e II, envolvidas no processo de apresentacdo de
antigenos para os linfocitos T; receptores Fc para imunoglobulinas e sistema complemento,
envolvidos na fagocitose de particulas opsonizadas e receptores integrinicos, envolvidos na
adesdo e migracdo sobre moléculas da matriz extracelular (Murrey et al., 1998; Stafford,
Neumann e Belosevic, 2002). A ativacdo dos macréfagos envolve a interagdo de citocinas
com receptores presentes na membrana destas células, desencadeando uma série de eventos

moleculares, que resultam na producdo de grandes quantidades de metabolitos reativos do
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oxigénio e nitrogénio (H,O,, O;-, OH-, NO, ONOO-), o que lhes confere alta capacidade

microbicida e tumoricida (Greenberg, 1995).

1.3 Células de Langerhans

As células de Langerhans (LC), descritas primeiramente por Paul Langerhans em
1868, sdo um grupo de células dendriticas (DC) derivadas da medula dssea. Localizam-se
principalmente na camada suprabasal da epiderme, onde constituem 1 a 3% de todas as
células epidérmicas e formam uma rede regular intraepitelial com fun¢do sentinela.
Ultraestruturalmente, as LC sdo caracterizadas por uma Unica organela citoplasmatica, o
granulo de Birbeck, uma estrutura membranar, trilaminar ¢ em forma de bastdo, inicialmente

descrita em 1961 por Birbeck (Birbeck ef al., 1961).

As LC sdo células apresentadoras de antigenos profissionais para a iniciagdo de
resposta aos linfocitos TCD4" e a sua capacidade funcional é estritamente dependente dos
niveis de expressdo dos antigenos MHC classe II e das moléculas de adesdo (ICAM-1) e
coestimulatorias (B7-1 e B7-2) (Salgado et al, 1999). As LC também expressam varios
receptores de superficie celular, incluindo receptores CD205/DEC205, Fcy e Fce, dectin-1 e
langerina/CD207. Langerina ¢ uma lecitina do tipo C, potente indutora da formagdo de

granulos de Birbeck (Kissenpfennig ef al., 2005).

As LC epidérmicas compdem uma populacio de DC com fendtipo distinto.
Comumente ndo apresentam marcadores de linhagem especificos e, por isso, sdo definidas
como populagdes leucocitarias que expressam a molécula CD45 e os marcadores mieloides
CDI13 e CD33. Na tabela 1 mostram-se alguns antigenos da superficie e outras moléculas
citoplasmaticas, que caracterizam o fenotipo das LC. Essas moléculas também podem ser
expressas em LC imaturas, sendo utilizadas na identificacdo destas células (Teunissen et al.,

1990; Zambruno et al., 1995; Banchereau e Steinman, 1998; Ardavin ef al., 1999).

Apds um estimulo imunoldgico, as LC da epiderme captam e processam antigenos
microbianos e migram a partir da pele para os linfonodos de drenagem, sendo que o TNF-a e
a IL-1p constituem importante sinal para essa migra¢do. As LC iniciam, entdo, um percurso

no qual se diferenciam em DC maduras, destinadas a apresentacdo dos peptideos antigénicos
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e a ativacdo dos linfécitos T virgens e de memoria. Neste processo de maturagdo, as LC
sintetizam novas moléculas MHC e aumentam a expressao de moléculas coestimulatorias e
moléculas de adesdo que irdo permitir e facilitar a interagdo com os linfocitos T

(Cumberbatch, Dearman e Kimber, 1997; Banchereau e Steinman, 1998).

Durante este processo de maturacdo funcional e aquisicdo de potencial
imunoestimulatorio, o GM-CSF ¢ essencial para as LC. Os queratindcitos, células vizinhas
das LC epidérmicas, sdo uma fonte rica em citocinas, especialmente de GM-CSF, produzido
constitutivamente ou em resposta a estimulos internos ou externos ao organismo (Kimber ef
al., 1995). Deste modo, por exemplo, em situagdes de contato com estimulos externos, os
queratindcitos rapidamente produzem GM-CSF, que induz a completa maturagio e ativagao
das LC, permitindo-lhes a interagdo com os linfocitos T, de modo a desencadear a resposta

imunoldgica (Kimber e Dearman, 1996).

Tabela 01 - Marcadores de superficie e outras moléculas das LC (Fonte: Adaptado de

(Carvalho, 2003).

Marcadores de superficie e outras moléculas das LC Expressao nas LC imaturas
CD13, CD33 — marcadores mieloides +++
CDla, CDlc, CDll1c +++ #
MHC classe I (HLA-DR, -DP e —DQ) +H+#
MHC classe I (HLA-A, B e C) +/++
DEC-205 +++ #
Langerina (CD207) ++#
Ag intracitoplasmatico Lag +++#
Granulos de Birbeck (BG) +#
Receptores Fcy e Fce - relacionados com a captagao de +++
antigenos

CD40, CD80, CD86, e CD83 —/+
LFA-1 - antigeno associado a funcao leucocitaria -
LFA-3 - molécula de adesao intercelular +/++
ICAM-1 — molécula de adesdo intercelular +/++
ICAM-3 — molécula de adesdo intercelular +++

# Moléculas usadas na identifica¢do das LC
—/+ expressdo inexistente ou fraca

+/++ expressdo fraca a moderada

+++ expressao elevada
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A interacdo entre as células do sistema imune e o fungo L. loboi ¢ de fundamental
importancia para o melhor entendimento dos mecanismos de patogenicidade envolvidos nas
infecgdes fungicas, contribuindo para o estudo das suas propriedades antigénicas, bem como
para novas abordagens terapéuticas. No entanto, estudos envolvendo a interacdo fungo-
hospedeiro na doenga de Jorge Lobo s3o escassos, principalmente por que o patdgeno ndo ¢
cultivavel até o momento. Neste trabalho, realizamos o isolamento do fungo obtido de tecido
humano infectado e interagimos com duas populagdes de células do sistema imune
(macrofagos e/ou LC). Este estudo, com resultados morfologicos e funcionais da interagao
fungo x hospedeiro, ¢ uma etapa importante para compreender a biologia e patogenia do L.
loboi, e para o melhor entendimento da imunopatologia da doenca de Jorge Lobo, ao mesmo

tempo emergente e endémica da regido amazonica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os aspectos imunopatogénicos da interacdo de macréfagos e/ou células de

Langerhans com o agente da lobomicose, Lacazia loboi.

2.2 Objetivos Especificos

1 Analisar a interagdo in vitro de macrofagos peritoneais e/ou células Langerhans
epidérmicas, obtidos de camundongos Balb/c, com L. loboi, obtido a partir de biopsias

de pacientes portadores de lobomicose.

2 Determinar os indices de infecg¢do, fagocitose e fusdo celular de macréfagos

peritoneais de camundongos cultivados com o fungo L. loboi.

3 Quantificar as citocinas TNF-o, IL-6, IL-10, IL-2, IL-4, ¢ IL-12 secretadas no

sobrenadante das culturas por ELISA ap6s interagcdo nos tempos de 3, 24 e 48 horas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais de Experimentacio

Foram utilizados camundongos isogénicos BALB/c fémeas com 4 a 8 semanas de
vida, adquiridos do Biotério Central da UNICAMP (Centro Multidisciplinar para investigacao
Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério — CEMIB) e mantidos pelo

Laboratdrio de Dermato-Imunologia, alimentados com racao e agua ad libtium.

3.2 Amostras Flngicas

As cepas de L. loboi utilizadas neste estudo foram isoladas de bidpsias de lesdes
nodulares de pacientes atendidos na URE Marcello Candia e identificadas através da
observagao de células leveduriforme de L. loboi, em microscopia Optica do material obtido da

biopsia e clarificado com KOH 10%.

3.3 Isolamento da Forma Leveduriforme de L. /oboi

Para isolar as células leveduriformes de L. loboi, a amostra de tecido infectado foi
fragmentada e colocada em tubo falcon de 15 mL contendo 9 mL RPMI 1640 (Sigma, St.
Louis, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Nutricell, Campinas, Brasil),
solugdo de penicilina/estreptomicina (Sigma, St. Louis, USA) e 1 mL de dispase —
3000UI/mL (Roche, Indianapolis, USA) (Salgado ef al., 2009). O material foi incubado, por 5
a 10 dias em estufa a 5% CO; a 37°C, até notar-se a digestdo do material fibrético, restando
somente células leveduriformes e restos celulares do tecido. Entdo, esse material foi
centrifugado a 1500 rpm por 3 minutos, lavado com solu¢do salina durante 3 minutos, trés
vezes a 3000 rpm. Os fungos isolados (Figura 04 — B e C) foram entdo contados em camara
de Neubauer e uma aliquota de células leveduriformes de L. loboi isoladas foi incubada com
iodeto de propidio — 10 pg/mL — (Sigma, St. Louis, EUA) durante 5 minutos a temperatura
ambiente para avaliar, sob microscopia de fluorescéncia, a sua viabilidade, que apresentou
indices sempre superiores a 60% (Figura 04 — D). O restante do fungo isolado foi mantido em

RPMI 1640 em estufa a 5% CO,a 37°C.
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Figura 04 — Caracteristicas morfologicas de L. /oboi antes e depois de isolamento. (A)
Exame micoldgico direto, antes do tratamento com dispase, em preparacdo de KOH 10% e
sob microscopia Otica, mostrando infiltrado de células de L. loboi com paredes celulares
espessas e refringentes circundadas por tecido fibrético. (B) e (C) morfologia tipica de L.
loboi apds o tratamento com dispase, mostrando estruturas fungicas catenuladas e sem
evidéncia de outras células ou tecidos. (D) L. loboi isolado ap6s incubacdo com iodeto de
propidio e calcofliior para avaliagdo da sua viabilidade, sob microscopia de fluorescéncia.
Fonte: Laboratério de Dermato-Imunologia UFPA/UEPA/MC adaptado de Salgado et al.,
20009.

3.4 Isolamento e Cultivo de Macrofagos

Os macréfagos utilizados para a interacdo foram isolados da cavidade peritoneal de
camundongos BALB/c. Os animais foram sacrificados por tor¢ao cervical e os macrofagos
obtidos através de lavagem peritoneal, injetando-se com agulha e seringa 5 a 10 mL de soro
fisiolégico (Equiplex, Brasil) estéril gelado no peritdnio e massageando-se lentamente.
Posteriormente, fez-se um pequeno corte no peritdnio e com o auxilio de uma seringa,

aspirou-se o liquido e colocou-se em um tubo de 15 mL. O material aspirado foi lavado com
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soro, submetido a centrifugagdo de 1500 rpm por 3 minutos e ressuspendido em RPMI 1640
(Sigma, St. Louis, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Nutricell, Campinas,
Brasil) e solu¢do de penicilina/estreptomicina (Sigma, St. Louis, USA) (Arora, Sinha e
Sehgal, 1991). Em seguida, uma aliquota de 70 pL da suspensdo de células foi distribuida
diretamente nos pogos das placas de 24 pogos ou em laminulas de vidro quadrada estéril de
10x10 mm, as quais foram incubadas por 2 horas em estufa a 37°C e 5% de CO2 para
possibilitar a adesao dos macréfagos. Posteriormente, os pogos ou as laminulas foram lavadas
com soro para remover as células ndo aderidas e os macrofagos aderidos (estimado em
1x10°/poco e 5%10*/laminula), incubados em placas de 24 pocos contendo 500 uL de meio
RPMI 1640 por 24 horas. A estimativa do nimero de macréfagos por laminula e por pogo foi

realizada através da contagem em microscopio optico apés coloragdo com Giemsa.

3.5 Isolamento e Cultivo de Células de Langerhans

As LC foram isoladas, purificadas e cultivadas conforme metodologia padronizada
(Koyama et al., 1990; Salgado ef al., 1999). Os camundongos BALB/c foram sacrificados e
os pélos removidos. A pele da parte dorsal e ventral foi retirada, cortada e incubada a 37°C e
5% de CO; com Dispase - 3000UI/mL (Roche Company-Germany) - por 3 horas. A epiderme
foi separada da derme e incubada com DNAase 0,025% (Sigma, St. Louis, USA) por 20
minutos em temperatura ambiente. As células foram separadas através de pipetagens
vigorosas e incubadas com anticorpo monoclonal anti-Ia® - MHC classe II - de camundongo
(BD PharMingen, San Diego, CA), diluido 1:600, por 45 minutos a 4°C. A suspensao de
células epidérmicas ja marcadas (anti—Iad) foi incubada em placas de petri plasticas
previamente revestidas com anticorpo anti-IgG fracdo Fc (Cappel, Durham, NC), diluido
1:100, durante 01 hora a 4°C. As placas foram lavadas para retirar o sobrenadante e as LCs
aderidas as placas, removidas e cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com soro fetal

bovino a 10% (Gibco-USA).

3.6 Interacido de Macrofagos com L. loboi

Os macrofagos isolados foram co-cultivados com células leveduriformes de L. loboi,
em meio RPMI-1640 nas placas de cultura de 24 pogos a 37°C e atmosfera a 5% de CO; nos

tempos de 3, 24 e 48 horas. A propor¢do de macrdfago/fungo usada foi de 1:3. Em todos os
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experimentos foram realizados grupos controles com macrofagos (1x10°) e fungos (3x10°)

cultivados isoladamente cultivados isoladamente.

3.7 Interaciio de Células de Langerhans com L. /oboi

Realizou-se interagdo por periodos de 3, 24 e 48 horas, na propor¢ao de 3 células
fungicas para cada LC, em meio RPMI-1640, suplementado com soro fetal bovino a 10% e
incubagdo a 37°C com 5% de CO,. Em todos os experimentos existiram grupos controles com

LC (3,33 x10%) e fungos (1% 10%) cultivados isoladamente.

3.8 Interaciio de Macrofagos e Células de Langerhans com L. loboi

Os macrofagos isolados foram co-cultivados com LC e células leveduriformes de L.
loboi, na propor¢ao 1:%5:3 em meio RPMI-1640 nas placas de cultura de 24 pocos a 37°C e
atmosfera a 5% de CO, nos tempos de 3, 24 e 48 horas. Em todos os experimentos existiram
grupos controles com macréfagos (1x10%), LC (3,33 x10%) ¢ fungos (3x10%) cultivados
isoladamente. Apos o periodo de interacdo, o sobrenadante de todos os cultivos e co-cultivos
foram recolhidos para dosagem de citocinas e as células, processadas para avaliagdo da
viabilidade celular ou para coloracdo com giemsa e posterior observacdo por microscopia

oOptica para determinagdo dos indices de fagocitose, infec¢do e fusao celular.

3.9 Determinacio dos indices de Infeccio, Fagocitose e Fusio Celular

Os indices de infecgdo, fagocitose e fusdo celular dos macrofagos peritoneais foram
determinados pela quantificagdo das células em microscopio optico (Axio Scope. Al, Carl
Zeiss, Alemanha) ap6s coloracdo pelo Giemsa. As laminulas foram contadas em duplicata
de 3 experimentos diferentes e quantificou-se aproximadamente 250 macrofagos por
laminula. As fotos foram obtidas com cdmera modelo MRc (5 Mega Pixels) (Carl Zeiss,
Alemanha).O indice de infec¢do foi determinado contando-se o numero total de
macrofagos e o nimero de macrofagos infectados. Para a determinagdo do indice de
fagocitose contabilizou-se o nimero médio de fungos por macréfago. O indice de fusdo
celular dos macrofagos peritoneais foi determinado pela contagem do niimero de nucleos

dentro das células gigantes multinucleadas (CGM) em uma determinada area (> 3 nucleos
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por célula) e do nimero total de nucleos na mesma area (Mizuno, Okamoto e Horio, 2004).

Os dados foram calculados de acordo com as seguintes formulas:

Numero de macroéfagos infectados

Indice de Infecgdo (%) =

Numero total de macroéfagos

Indice de Fagocitose = Média do Nmero de f@ngos por Macréfago

Numero de macréfagos nas CGM

Indice de F@sio CelBlar (%) = 100

Numero total de nucleos

3.10 Quantificacio de Citocinas

Os sobrenadantes das culturas e co-culturas de macréfagos e/ou LC e/ou L. loboi
obtidos apo6s 3, 24 e 48 horas de incubagdo, foram armazenados a -20 °C até o momento da

dosagem de citocinas.

A presenga de citocinas nos sobrenadantes foi medida inicialmente utilizando kits de
ELISA para TNF-o, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 (BD Biosciences, San Jose, CA), segundo
protocolo dos fabricantes. Resumidamente, placas de 96 pogos foram sensibilizadas durante a
noite, em incubacdo com anticorpo monoclonal anti-citocina de camundongo (TNF-a, 1L-4,
IL-6, IL-10 e IL-12) na concentra¢do de 4 pg/mL. No dia seguinte, removeu-se a solu¢dao de
anticorpo de captura e realizou-se bloqueio de ligagdes inespecificas com PBS mais soro fetal
bovino 10% por 2 horas a temperatura ambiente. Apds remog¢do do bloqueio e lavagem das
placas 3 vezes com PBS/tween 0,05%, foram adicionadas as amostras de sobrenadantes, os
brancos e a curva-padrdo, posteriormente incubados ‘a temperatura ambiente por 2 horas.
Lavou-se novamente a placa, trés vezes, e adicionou-se o anticorpo de deteccdo anti-citocina
biotinilado na concentracdo de 2ug/mL. Depois de incubadas a temperatura ambiente por 1
hora, as placas foram lavadas trés vezes, o conjugado (peroxidase conjugada a estreptavidina)
foi adicionado e a placa foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. Apods lavar a
placa 5 vezes, adicionou-se o substrato (3, 3°, 5, 5’-tetrametilbenzidina + H,O, +
dimetilsulfoxido) e a placa foi incubada a temperatura ambiente durante a reacdo. Apds o
periodo de incubagdo, a reacdo foi interrompida por adi¢ao de H,SO4 (2N), a densidade optica

foi lida no comprimento de onda de 450nm em uma leitora de ELISA (Dinex MRX
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Revelation, Chantilly, VA,USA) e os valores foram convertidos em pg/mL baseando-se na
curva padrdo. Todos os sobrenadantes foram analisados em duplicata. Entretanto, como a
quantificagdo de citocinas através de ELISA demanda grande quantidade de sobrenadante de
cultura celular para sua realiza¢do (200uL de amostra) e, também, devido a dificuldade em
conseguir amostras fingicas em grandes quantidades, ja que o L. loboi ndo ¢ cultivavel e as
cepas usadas nos experimentos sdo isoladas de biopsias de pacientes, optamos ao longo do
desenvolvimento do estudo, por utilizar o kit CBA (Cytometric Bead Array) para
quantificag@o de citocinas por citometria de fluxo (Morgan et al., 2004).

O Kit CBA mescla as tecnologias do ELISA com a citometria de fluxo. O CBA
consiste num imunoensaio tipo sanduiche, multiplex, que utiliza microesferas de poliestireno
conjugadas a anticorpos conjugados a um fluorocromo e a leitura ¢ feita por citometria de
fluxo. O uso de beads marcadas com diferentes graus de intensidade facilita a analise
quantitativa de multiplos parametros em uma Unica amostra, utiliza minimos volumes de
material (25 a 50ulL de amostra) para obter seus resultados, produz dados com
reprodutibilidade compardvel a outras técnicas, como ELISA, permite comparagdo direta com
ensaios ja existentes e avaliagdo mais rapida de multiplas proteinas simultaneamente numa
unica amostra (Carson e Vignali, 1999; Lund-Johansen et al., 2000).

Resumidamente, a dosagem de citocinas utilizando o kit CBA segue as seguintes
etapas: 1) Reconstituiu-se o padrdo, contendo as citocinas liofilizadas, com assay diluent por
15 minutos a temperatura ambiente. 2) Realizou-se dilui¢do seriada (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64, 1:128 e 1:256), a partir da solug¢do padrio. 3) Fez-se um pool de beads conjugadas com
anticorpo de captura especifico para cada citocina. Foram necessarios cerca de 3 puL de cada
suspensao de beads para cada amostra. 4) Misturou-se as beads de captura das citocinas com
o anticorpo de detec¢do conjugado com o fluorocromo PE, e depois incubou-se com as
amostras. Os tubos para aquisi¢ao foram preparados com: 50 pL. de amostra, 50 uL. da mistura
de beads e 50 pL do reagente de detecgdo. O mesmo procedimento foi realizado para a
obtencdo da curva-padrdo. Os tubos foram homogenizados e incubados por 02 horas, em
temperatura ambiente, protegidos da luz. 5) Apos a incubagdo, as beads de captura foram
lavadas e centrifugadas a 1500 rpm, por 5 minutos ¢ o sobrenadante foi descartado. 6)
Realizou-se a aquisicdo das amostras e padrdes em citdmetro de fluxo (BD Accuri C6 flow
cytometer, USA). 7) Por ultimo, realizou-se a andlise dos dados obtidos com auxilio do
software FCAP Array v3.0.1. (BD Biosciences, Becton, Dickinson and Company, San Jose,

CA), por meio de curvas de calibracdo obtidas dos padrdes de citocinas do kit. Apds a
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construcao das curvas, a concentragdo dos analitos na amostra foi determinada em pg/mL, a

partir dos valores de Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI).

3.11 Citometria de Fluxo (Fluorescence Activated Cell Sorter, FACS)

As células cultivadas apo6s 3, 24 e 48 horas de interagdo foram coletadas e lavadas com
PBS duas vezes. Apos essa lavagem, as células foram marcadas com solugdo iodeto de
propideo (PI), 10 ng/mL, e imediatamente analisadas por citometria de fluxo (BD Accuri C6
flow cytometer, USA) para determinagao da viabilidade celular. Apds aquisi¢do, os resultados
foram analisados utilizando o programa BD Accuri C6 Software (Becton & Dickinson, San

Jose, CA).

3.12 Analise Estatistica

A andlise estatistica e confeccdo dos graficos foi realizada utilizando-se o programa
GraphPad-Prism 5® (GraphPad-Prism Software, CA, USA). Os resultados experimentais
foram comparados através do Test t de Student e ANOVA. As diferengas foram consideradas

estatisticamente significantes para valores de p < 0,05.

3.13 Aspectos éticos

O presente projeto foi submetido ¢ aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas do
Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Pard, sob o protocolo n° 081/07

CEP-ICS/ UFPA.
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4 RESULTADOS

4.1 Viabilidade Celular

Apesar da viabilidade das LC, isoladamente ou em co-cultivo com o fungo mostrar
reducdo apds 48 horas, ndo houve diferenca significante nos diferentes tempos estudados,
demonstrando a auséncia de influéncia do fungo L. loboi sobre a viabilidade de LC ou

macrofagos, cultivadas isoladamente ou em associacao.

Tabela 02. Viabilidade de macréfagos e células de Langerhans apods interagdo com L.
loboi por 3, 24 e 48 horas. Apds esses periodos, as células foram marcadas com PI
(10pg/mL) e, por fim, analisadas por citometria de fluxo. Os resultados sdo
representativos de trés experimentos independentes (média + desvio padrao).

3h (%) 24h (%) 48h (%)
Mac 98.8 +0.2 96.8 £2.7 96.4 1.2
Mac + LC 97.6 £0.3 972+1.5 97.7 0.1
Mac + L. loboi 98.8 £0.5 98.2+1.2 97.5+ 1.1
Mac + LC + L. loboi 97.1+0.2 96.2 1.7 96.0 £ 1.5
LC 95.1 1.6 93.1 £2.6 80.1+3.9
LC + L. loboi 93.4+4.5 92.7 £2.1 79.6 + 5.6

4.2 Porcentagem de macréfagos infectados (Indice de Infec¢io)

Observou-se que o indice de infec¢do (Figura 05) na interacdo entre macrofagos e L.
loboi foi semelhante a interacdo entre macréfagos, LC e L. loboi em todos os tempos, com
35,9% e 43,7% respectivamente, em 3 horas de co-cultivo. Apds 48 horas, os indices
alcancaram 64,3% e 67,1%, respectivamente. Entretanto, quando se analisa cada interagao em
relacdo aos tempos de incubagdo, ha diferenca estatisticamente significante na terceira hora,

onde o indice de infec¢cdo ¢ menor, em relagdo a 24 e 48 horas (p < 0,01).
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Figura 05: indice de infec¢do em macrofagos peritoneais de camundongos

BALB/c co-cultivados células de Langerhans e/ou L. loboi. *p < 0,001.

4.3 Niimero de fungos por macroéfago infectado (indice de fagocitose)

A andlise por microscopia Optica revelou que apds 3 horas de interagdo ja4 havia
fagocitose (Figura 06), sendo observados numerosos fungos dentro dos macrofagos e
extracelularmente, porém, ndo se observou a presenca de estruturas fingicas no interior das
LC, apenas migracao e agrupamento destas células ao redor do fungo (Figura 07). Depois de
48 horas, verificou-se que a maioria das células fingicas fagocitadas estavam integras e
apenas um pequeno numero de células leveduriformes estavam aparentemente destruidas no
interior dos macrofagos. Nao houve evidéncia de crescimento de hifas no interior dos
macrofagos ou extracelularmente e nem multiplicacdo do fungo em nenhuma das interagdes e

nem nos controles.

Para o indice de fagocitose (Figura 08), quantificou-se o numero médio de fungos
dentro dos macroéfagos, contabilizando-se um minimo de 250 células infectadas por laminula.
Verificou-se que o indice de fagocitose também foi semelhante entre as interagdes e ao longo
do tempo. Em 3 horas, a interagdo entre macrofagos e L. loboi teve média de 1,3
fungo/macrofago e a interagdo entre macrofagos, LC e L. loboi, 1,2 fungo/macrofago. Apos
48 horas, o indice ndo se alterou de forma significativa, alcancando 1,6 e 1,4
fungo/macrofago, respectivamente. Porém, com relagdo ao tempo de incubag@o na interagao

entre macrofagos e L. loboi, observou-se que o indice de fagocitose apds 3 horas de interagdao
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¢ significativamente menor (p < 0,01) que nos outros tempos, 0 que ndo ocorreu na interagao

entre macrofagos, LC e L. loboi.
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Figura 06: Interacdo entre macréfagos peritoneais e L.
loboi. Ap6s 3 horas de interagdo, j4 havia fagocitose do

fungo por macrofagos (Giemsa, 1000x%).
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Figura 07: Interacdo entre Células de Langerhans e L.
loboi. Nao se observou a presenca de fungos no interior
das células de Langerhans mesmo apds 48 horas de

interagdo (Giemsa, 1000x).
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Figura 08: indice de fagocitose em macrofagos peritoneais de camundongos

BALB/c co-cultivados células de Langerhans e/ou L. loboi. *p < 0,001.

4.4 Indice de fusio celular

Ao avaliar-se o indice de fusdo verificou-se que nao ha a formagado de células gigantes
multinucleadas em macrofagos cultivados isoladamente, em LC cultivadas isoladamente, bem

como em nenhum dos co-cultivos (Figura 09).

Figura 09. Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c co-
cultivados com L. loboi. Nao observou-se fusao celular apos 3 (A e

B) ou 48 (C e D) horas de interagao.
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Em algumas ocasides, observou-se aglomerado de células e fungos, mas com limites
nitidos entre os citoplasmas celulares, ndo caracterizando a formacao de sincicio, ou seja, de

células multinucleadas, em que uma membrana celular engloba varios nucleos.

4.5 Quantificacao de citocinas

Apobs os tempos de interacdo (3, 24 e 48 horas), quantificou-se a producdo das
citocinas TNF-a, I1L-6, IL-10, IL-2, IL-4, e IL-12 no sobrenadante das culturas e verificou-se

que ndo houve diferenca significante na produgdo IL-10, IL-4 e IL-2 nas interagdes estudadas.

Através da figura 10, podemos perceber que existe aumento da produ¢do de TNF-a na
interagdo de macrofagos com L. loboi, e de macrofagos, células de Langerhans e L. loboi em
relacdo a outras interagdes, sendo que na interagdo entre macrofagos e L. loboi a produgdo de
TNF-o diminui ao longo do tempo, enquanto que quando adiciona-se LC verificamos
aumento da producdo dessa citocina ao longo do tempo, principalmente apds 48 horas, onde
esse aumento foi estatisticamente significante. Com relagdo aos niveis de TNF-o ao longo da

incubag¢do dentro de cada interag¢do, ndo houve diferenca significante estatisticamente.

Com relacdo a producdo de IL-6 (Figura 11), verificamos que LC modulam
negativamente a producdo dessa citocina por macrofagos e que L. loboi também inibe essa

producdo por macréfagos ou LC isoladamente e em co-cultivo .

A quantificacdo de IL-12 nos sobrenadantes dos diferentes co-cultivos mostrou que L.
loboi estimula significativamente a produgdo de IL-12 por macrdéfagos co-cultivados com LC,
comparado a LC ou macréfagos cultivados isoladamente (Figura 12). Apesar e
estatisticamente ndo significativo, destaca-se um aumento na producdo de IL-12 por por

macrofagos co-cultivados com L. loboi em relagdo ao controle.
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Figura 10: Producdo de TNF-a por macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c, células de Langerhans isoladamente ou em co-cultivo com L. loboi ap0s 3,

24 e 48 horas de interacdo. Resultado representativo de trés experimentos (p<0.005).
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Figura 11: Producdo de IL-6 por macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c,
células de Langerhans isoladamente ou em co-cultivo com L. loboi apos 3, 24 ¢ 48

horas de interacdo. Resultado representativo de trés experimentos (p<0,005).
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Figura 12: Producao de IL-12 por macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c,

células de Langerhans isoladamente ou em co-cultivo com L. loboi apos 3, 24 ¢ 48

horas de intera¢ao. Resultado representativo de trés experimentos (p < 0, 005).
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5 DISCUSSAO

Os estudos envolvendo a interagdo fungo-hospedeiro na lobomicose sdo escassos. Até
0 momento, existem apenas dois trabalhos de um mesmo grupo, um abordou a fagocitose do
fungo L. loboi por monocitos de sangue periférico humano (Vilani-Moreno, Lauris e
Opromolla, 2004) e o outro que avaliou o perfil de citocinas em sobrenadante de cultura de
mondcitos do sangue periférico de pacientes com lobomicose co-cultivados com L. loboi
(Vilani-Moreno, Silva e Opromolla, 2004). Entretanto, as amostras fingicas utilizadas em
ambos os experimentos foram autoclavadas antes do co-cultivo, o que compromete a
viabilidade do fungo. Nao existe relato na literatura sobre interagdo entre LC e L. loboi e nem

sobre avaliagdo da viabilidade celular em nenhum tipo de interagdo envolvendo o fungo.

Pesquisas mostraram a importancia de padroes de resposta imune relacionados a
apresentacdo clinica da doenca de Jorge Lobo (Pecher, Croce e Ferri, 1979; Opromolla et al.,
2000). Pecher e colaboradores (1979) sugeriram a presenca de imunodeficiéncia celular,
apesar da ocorréncia de lesdes predominantemente constituidas por macrofagos e células
gigantes fagocitando grande quantidade de estruturas fungicas. Por outro lado, ndo ha estudos
relatando agravamento ou disseminacdo de lesdes nos casos associados a imunodeficiéncia

celular grave.

Nossos resultados demonstraram que L. loboi ndo influencia a viabilidade de LC ou
macrofagos, mesmo apo6s 48 horas de interacdo. Romera (2012), em interagdo entre
macrofagos e Paracoccidioides  brasiliensis demonstrou viabilidade celular de
aproximadamente 70% apos 4 horas e 80% apo6s 8 horas na auséncia ou presenca do fungo,
sugerindo que P. brasiliensis ndo foi citotoxico para macrofagos. Nossos resultados sugerem

que o mesmo ocorre com L. loboi quando em interagdo com macréfagos, LC ou ambos.

O indice de infeccdo na interacdo entre macrofagos e L. loboi foi semelhante a
interagdo entre macrofagos, LC e L. loboi em todos os tempos. Porém, em relacdo aos tempos
de incubacdo em cada interagdo, o indice de infecgdo ¢ significativamente menor na terceira
hora em relagdo a 24 e 48 horas (p < 0,01), indicando um aumento significativo nas primeiras
24 horas de interagdo, seguido por uma estabilizacdo na quantidade de macrdéfagos infectados

com células leveduriformes de L. loboi.



39

Vilani-Moreno e colaboradores (2004) avaliaram a atividade fagocitica dos monocitos
sanguineos frente ao L. loboi tanto em pacientes portadores da doenca como em individuos
sadios (grupo controle), utilizando 3 e 24 horas de incubacdo. Foi demonstrado que ndo houve
diferenca significante entre o percentual de fagocitose do fungo pelos mondcitos de pacientes
e do grupo controle, porém em relacao aos tempos de incubagdo, houve diferenca significante,
isto €, as 3 horas o percentual de fagocitose foi maior (39,3% em pacientes e 34% no controle)
que o obtido as 24 horas (37,5% em pacientes e 29,3% no controle). Os autores sugeriram que
monocitos de pacientes portadores de lobomicose sdo habeis em fagocitar o fungo, a
semelhanca do que foi visto em individuos do grupo controle. Esses resultados diferem do que
foi observado no nosso estudo, onde o nimero de macréfagos que fagocitaram L. loboi em 24
horas (64,3% na interacdo entre macrdofagos e L. loboi e 67,1% na interagdo entre macrofagos,
LC e L. loboi) foi significativamente maior do que em 3 horas (35,9% na interacdo entre

macrofagos e L. loboi e 43,7% na interagdo entre macrofagos, LC e L. loboi).

Estudo comparando a atividade fagocitica de macrofagos derivados de mondcitos
humanos ou neutrdfilos humanos frente a Candida albicans (Rudkin et al., 2013) revelou que
o cultivo na propor¢do células/fungo de 1:1, tanto com monoécitos quanto com neutrdfilos
resultou em um indice de infec¢do similar em ambos os grupos celulares (65% e 62,7% para
macrofagos e neutrdfilos, respectivamente), no entanto, quando C. albicans foram incluidas
na cultura em maior quantidade (propor¢ao célula/fungo passou a ser de 1:3), o indice de
infeccdo foi maior para macrdofagos (85%) em comparacdo com neutrofilos (68,7%). O indice
de fagocitose ¢ significativamente maior para macrdfagos em relacdo a neutrofilos,
independente da concentragdo de C. albicans, sendo que neutréfilos sdo mais suscetiveis a
morte por C. albicans. Entretanto, quando a concentragdo de fungos ¢ mais baixa, os
neutrofilos fagocitam mais rapidamente que os macrofagos. Em contraste, quando ambos os
fagocitos foram co-cultivados, a taxa de morte celular foi semelhante entre eles, sendo que o
aumento da suscetibilidade de macrofagos foi explicado pelo maior nimero de hifas fingicas
surgidas nessas circunstancias. Na presenga de ambas as células, o fungo foi
predominantemente e mais rapidamente fagocitado por neutrofilos. Estas observagdes
demonstraram que a fagocitose de agentes patogénicos fungicos depende, e ¢ modificada por

diferentes populagdes celulares presentes no local da infecgao.

O indice de infec¢do encontrado no presente trabalho estd de acordo com um estudo

sobre a fagocitose de P. brasiliensis por macrofagos alveolares murinos, o qual revelou que
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64,2% dos macréfagos fagocitavam o fungo, sendo que essa porcentagem aumentava
significativamente ap6s 24 horas quando as culturas eram tratadas com INF-y, além de
aumentarem também a sua capacidade fungicida (Brummer et al., 1988). Mais recentemente,
em interacdo in vitro entre monocitos humanos ou macréfagos derivados de mondcitos e P.
brasiliensis, pesquisadores detectaram taxa de infeccdo de 80% (Moscardi-Bacchi, Brummer

e Stevens, 1994).

Gildea e colaboradores (2005) demonstraram que DC fagocitam, matam e degradam o
fungo H. capsulatum por meio de hidrolases lisossomais, ao contrdrio de macrofagos

humanos que sdo permissivos para o crescimento intracelular do fungo.

Nossos resultados demonstram que L. loboi é fagocitado por macrofagos, mas nao por
LC e que ja hé fagocitose apos 3 horas de interagcdo, sendo que depois de 48 horas a maioria
dos fungos fagocitados permaneceram integros, diferente do que foi observado em trabalho
anterior do nosso grupo (Da Silva et al., 2007), com a fagocitose e destruicdo de conidios de
Fonsecaea pedrosoi — principal agente etioldogico da cromoblastomicose, outra micose de

implantacdo prevalente na nossa regido, — por LC de camundongos Balb/c.

De fato, corroborando a observacdo anterior de destrui¢do do fungo F. pedrosoi por
LC (Da Silva et al., 2007) e ndo do L. loboi neste sistema, observamos (dados ndo mostrados)
que a inoculacdo de conidios ou escleroticas de F. pedrosoi nas patas de camundongos Balb/c
ndo culminam com a formagdo de lesdes, enquanto que a inoculagdo de células
leveduriformes de L. loboi resulta no surgimento de lesdes semelhantes aquelas encontradas

em humanos.

Nao houve diferenca quanto ao indice de fagocitose entre as interagdes ao longo do
tempo, com média de 1,6 fungo/macréfago na interagdo entre macrofagos e L. loboi e 1,4
fungo/macrofago na interacao entre macrofagos, LC e L. loboi apos 48 horas. Entretanto, na
interagdo entre macrofagos e L. loboi, observou-se que o indice de fagocitose apds 3 horas de
interagdo ¢ significativamente menor (p < 0,01) que nos outros tempos, 0 que nao ocorreu na

interagdo entre macrofagos, LC e L. loboi.

Opromolla e colaboradores (2000) observaram em cortes histoldgicos na lobomicose

que histidcitos fagocitam o fungo e se agrupam formando sincicios, os quais podem originar
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células gigantes tipo corpo estranho. Entretanto, o grande numero de macréfagos ¢
insuficiente para controlar a infec¢do fungica, sugerindo a dificuldade de eliminagdo desses
fungos, talvez em virtude da constituicdo quimica de sua parede celular e/ou a baixa
imunidade celular do hospedeiro frente ao fungo, que se acumula no tecido prolongadamente,

mas que por apresentar baixa patogenicidade leva a cronicidade da doenca.

A observagdo da expressao de TGF-f e CD68, por imunoistoquimica, em lesdes
cutaneas de pacientes com lobomicose (Xavier et al., 2008) mostrou abundancia de fibras
colagenas, fraca imunomarcagdo de macrofagos para CD68 (proteina transmembrana
localizada principalmente nos lisossomos de macréfagos) e intensa reatividade para TGF-f,
citocina com forte poder supressor de macréfagos, sugerindo que TGF- desempenha papel
fundamental na etiopatogenia da infeccdo por L. loboi, inibindo a resposta imune celular
mediada por macréfagos e induzindo fibrose, responsavel pelo aspecto queloidiforme

frequentemente adquirido nessas lesdes.

Vilani-Moreno e colaboradores (2005) realizaram um estudo no qual sugerem que L.
loboi ¢ fagocitado por histiocitos, formando agregados que originam células gigantes cujo
processo de maturacdo d4 origem as células gigantes multinucleadas tipo Langhans, que

conduzem a formacao dos granulomas tipicos.

Nao se observou a formacao de células gigantes em nenhum dos co-cultivos realizados
no presente estudo. Talvez, a formacdo de células multinucleadas ocorra lentamente e em
tempos posteriores aos analisados no presente trabalho, j4 que hd evidéncias de que na
lobomicose o fungo multiplica-se muito lentamente, paralelo a deficiéncia imunoldgica do
hospedeiro humano, demonstrada por grandes acumulos de fungos, imaturidade das células
gigantes, pequeno numero de linfécitos, raros granulomas tuberculdides tipicos e ineficiéncia

na eliminacao dos fungos mortos (Opromolla et al., 2000).

Quaresma ¢ colaboradores (2010) realizaram um estudo imunoistoquimico para
identificacdo de LC (marcacdo com anti-CD1a) nas lesdes cutaneas de lobomicose, no qual
verificaram que a morfologia destas células ndo diferia daquela observada em tecidos nao
infectados, admitindo existir um mecanismo de escape ao sistema imune local por parte do

fungo e evasdo a apresentacdo de antigenos por estas células.
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Existem dois mecanismos principais pelos quais os fagocitos destroem
microorganismos patogénicos. O primeiro mecanismo ¢ através da producdo de radicais
toxicos de oxigénio e/ou o0xido nitrico; e o segundo, através da fusdo fagossomo-lisossomo
(Gildea ef al., 2005). Entretanto, os fungos patogénicos desenvolveram eficientes mecanismos
para escapar da morte por células do sistema imune inato, os quais podem envolver a evasao
do reconhecimento por células do sistema imune mediada pelo mascaramento/mimetismo de
moléculas de superficie imunoestimulatorias; utilizacdo de barreiras fisicas para evitar a
fagocitose (como por exemplo, manoproteinas de C. albicans e a capsula de C. neoformans),
inibindo a opsoniza¢do ou modificando o citoesqueleto fagocitico das células imunes efetoras

(Seider et al., 2010).

O perfil de citocinas em sobrenadante de cultura de células mononucleares foi
avaliado, através de ELISA, por Vilani-Moreno e colaboradores (2004), que verificaram
niveis maiores de IL-4 e niveis menores de IL-2 quando comparado ao grupo controle,
diferente do que foi encontrado em nosso estudo, onde ndo houve diferencas significativas

nos niveis dessas citocinas entre as intera¢des estudadas.

A producdo de IL-10 foi similar entre os pacientes com lobomicose € o grupo
controle, semelhante ao encontrado em nosso estudo. Vilani-Moreno e colaboradores
sugeriram uma alteracdo no perfil de citocinas representadas por um predominio Th2,
privilegiando a producdo de anticorpos por linfocitos B, o que indica uma predominancia de
resposta imunoldgica humoral (Vilani-Moreno, Lauris e Opromolla, 2004). A produgdo de IL-
10 ndo parece ter muita relevancia na interagdo entre P. brasiliensis e macrofagos, mesmo
quando os macréfagos sdo estimulados previamente com LPS (Romera, 2012), corroborando
com o0s nossos resultados sobre L. loboi. O mesmo foi observado em um estudo que
demonstrou a resisténcia a infec¢des fungicas primarias ou secunddrias por C. albicans nao se

altera em camundongos deficientes para IL-10 (Romani, 2000).

A IL-4 diminui a migracdo de macréfagos, causando também a sua agregacdo e
induzindo a formagao de células gigantes (Mcnally e Anderson, 1995; 2011). A observagdo de
auséncia de formacdo de células gigantes e o perfil de IL-4 encontrado no presente estudo
também contribuem para os indicios de que a formacao de células gigantes na lobomicose nao

¢ expressiva (Opromolla et al., 2000), ja que os niveis de IL-4 nas interagdes com L. loboi nao
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diferem dos controles, ou seja, ndo ocorre aumento dos niveis de I1L-4, o que pode contribuir

para impedir a fusdo de macréfagos e assim a formagdo de células gigantes.

O TNF-a é uma potente citocina pro-inflamatoria que regula muitos aspectos da
funcdo dos macrdfagos, sendo produzida rapidamente apos trauma, infec¢do ou exposicao a
LPS bacteriano. Atua na regulacdo da produgdo da cascata de citocinas pro-inflamatodrias,
além de modular a apoptose, proliferacio e diferenciagao celular. Por isso, constitui
componente principal no recrutamento e ativagdo de células inflamatdrias, desempenhando
um papel critico no desenvolvimento de muitas doencas inflamatdrias cronicas
(Parameswaran e Patial, 2010). Além disso, TNF-a também participa do processo de

inicializagdo e regula¢do da migracdo de DC da pele para os 6rgaos linfoides.

No estudo de Vilani-Moreno e colaboradores (2004), a produg¢ao de TNF-a foi similar
entre o grupo de interagdo com L. loboi e o grupo controle, diferente do encontrado no
presente trabalho, no qual a producdo de TNF-a diminui ao longo do tempo na interacdo entre
macrofagos e L. loboi, enquanto a adicdo de LC induz aumento da producdo de TNF-a,
principalmente apos 48 horas. Isso pode ser explicado pelo fato de que, em geral, DC
imaturas sdo tolerogénicas, enquanto DC maduras sdo imunoestimuladoras (Cruvinel et al.,
2010). Assim, as LC poderiam estimular os macrofagos, mantendo os niveis de TNF-a

elevados.

Um estudo envolvendo de interagdo entre macrofagos e P. brasiliensis (Romera,
2012), evidenciou diminui¢do na producdo de TNF-a quando o macrofago ¢ previamente
estimulado com LPS, porém, ap6s adicdo de DAPT (inibidor y-secretase) houve aumento da
produgdo dessa citocina principalmente apos 12 horas de interagdo. Nos nossos experimentos
houve aumento significativo de TNF-a apos 48 horas de interagdo entre macréfagos, LC e L.
loboi. Em interacdo entre macréfagos humanos e Fusarium solani (Vieira, 2008) também foi

demonstrado aumento da produgdo de TNF-a ap6s 24 horas de interacio.

Em relagdo a IL-6, nossos resultados demonstram que os macrdéfagos diminuem a sua
producdo ao longo do tempo, em cultivo. Entretanto, o resultado mais interessante em relacao
a interacdo fungo x hospedeiro, foi a completa inibi¢do da produgdo de IL-6 por L. loboi em

co-cultivo com macrofagos e LC.
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A IL-6 ¢ uma pancitocina, produzida por macrofagos, LC e linfécitos T, com um papel
preponderante na resposta imune pro-inflamatoria e na geracao de febre (Zetterstrom et al.,
1998), assim como ¢ uma citocina essencial na protecdo contra infecgdes fungicas, conforme
observado em camundongos deficientes para IL-6, que se tornam altamente suscetiveis a
infecgcdes por C. albicans (Basu et al., 2008), o que é compativel com a sua inibi¢do em
macrofagos e LC por L. loboi, porém contrastante com os achados da literatura (Vilani-
Moreno, Lauris e Opromolla, 2004), que descrevem um aumento de IL-6 por mondcitos do
sangue circulante de pacientes de lobomicose, in vitro. Esta diferenca pode estar relacionada a
diversos fatores, que variam desde a espécie estudada, até ao tempo de cultivo e a origem de

monocitos e macrofagos.

A associacdo de DC imaturas a co-cultura de macrofagos com células apoptoticas
reduziu a produgdo de IL-6 e Proteina Inflamatoéria Macrofagica-2 (MIP-2), mas aumentou de
forma significativa a atividade fagocitica de macrofagos em relagdo ao indice de fagocitose
(Takahashi, Kurosaka ¢ Kobayashi, 2004), corroborando nossos achados de aumento da
fagocitose ao longo do tempo, mesmo na auséncia de IL-6. Adicionalmente, demonstrou-se
que a IL-6 induz a proliferacdo de neutréfilos e € uma citocina critica para a defesa do
organismo frente a C. albicans (Basu et al., 2008), o que também estd de acordo com os
nossos resultados, considerando que microabscessos neutrofilicos estdo presentes em menos

da metade dos casos de lobomicose (Miranda et al., 2010).

Na fase inicial da resposta imune aos fungos, os principais receptores de
reconhecimento padrao (PRRs) presentes na superficie das células do hospedeiro e que estao
envolvidos nesta resposta sdo os receptores toll-like (TLR), principalmente os TLR2, TLR4 e
TLR6. O reconhecimento por TLR2 e TLR4 resulta na produ¢do de citocinas e quimiocinas
pro-inflamatérias como TNF-a, IL-6 e MIP-2. Descreveu-se um mecanismo imunomodulador
em que conidios de Aspergillus fumigatus induzem diminui¢do de IL-6 e IL-1B em células
mononucleares humanas via TLR2 e TLR4. Os conidios de A. fumigatus ativam macrofagos
através de TLR2 e TLR4, mas as hifas do fungo inibem seletivamente a resposta mediada por

TLR4, o que facilita a invasdo de 4. fumigatus (Chai et al., 2009; Brakhage et al., 2010)

Quanto a IL-12, houve uma inibi¢ao da produgdo desta citocina por LC quando em co-
cultivo com macréfagos. Pesquisadores demonstraram que o GM-CSF inibe a producdo de

IL-12 por LC, o que poderia explicar esta inibi¢do, j4 que os macrofagos sdo os principais
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produtores de GM-CSF (Tada et al., 2004). A presenca de L. loboi em co-cultivo com LC ndo
afetou a producdo de IL-12. No entanto, L. loboi aumentou a producdo de IL-12 pelos
macrofagos e este aumento foi altamente potencializado pela presenga de LC no cultivo, o que
pode ser explicado pelos altos niveis de TGF- produzido por macrofagos (Xavier et al.,

2008), uma citocina que possui a capacidade de aumentar a IL-12 em LC (Tada et al., 2004).

Nao hé dados na literatura sobre a producdo de IL-12 por macrofagos ou LC em
interagdo com L. loboi, mas um estudo recente demonstrou que LC pulsadas in vitro com C.
albicans estimulam mais a proliferagdo de linfécitos T em comparagdo com LC ndo pulsadas,

e que a principal citocina presente nas LC foi a IL-12 (Nakagawa ef al., 2014).

As LC parecem estar em igual nimero na epiderme, tanto em pacientes de
lobomicose, quanto nos controles (Quaresma et al., 2010), o que revela que nao ha estimulo
para a migracdo destas células a derme, apesar da infeccdo. Em diferentes trabalhos, as
citocinas TNF-a e IL-6 foram caracterizadas como parcialmente necessarias para a migracao
das LC (Saitoh ef al., 1999; Stoitzner et al., 1999), e a inibicdo de ambas pelo fungo L. loboi
poderia explicar a auséncia de LC nos infiltrados inflamatorios granulomatosos da doenca de

Jorge Lobo.

Em conjunto, nossos dados demonstram que até o tempo estudado, de 48 horas, o
fungo L. loboi tem a capacidade de imobilizar os macrofagos, considerando a auséncia de
formagdo de células gigantes, encontradas em grande quantidade na interacdo F. pedrosoi x
macrofagos (Salgado, 2010) e a inibig¢do significativa da produgdo de TNF-a e IL-6, duas
citocinas pro-inflamatorias fundamentais na resposta imune celular. A presenca das LC
consegue reverter a inibicdo da producdo de TNF-a, mas ndo de IL-6 e aumenta a producao
de IL-12, Gnica citocina — dentre as estudadas — que ¢ estimulada pela presenca do fungo L.
loboi. Talvez a presenga das LC possa auxiliar em uma boa resposta imunoldgica no momento
da implantagdo do fungo na pele, impedindo, junto com outras células do sistema imune, a
formagdo e perpetuacdo da lesao e da doenca, o que poderia contribuir para explicar
parcialmente o nimero baixo de casos de lobomicose na populagdao. Novos trabalhos sao
necessarios para esclarecer melhor esta hipdtese, bem como para o melhor entendimento da
fisiopatogenia da infeccdo fungo-hospedeiro, contribuindo para o surgimento de novas
terapéuticas, mais eficazes, visando melhorar a satde da populacdo atingida pela lobomicose,

ainda essencialmente localizada na regido Amazonica.
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6 CONCLUSOES

1 L. loboi é fagocitado por macréfagos, mas nao por LC e mesmo depois de 48

horas a maioria dos fungos fagocitados permaneceram integros no interior dos macrofagos.

2 L. loboi ndo influencia a viabilidade de LC ou macrofagos, mesmo apds 48 horas

de interagao.

3 LC ndo influencia na atividade fagocitica de L. loboi por macréfagos.

4 Nao ha formacdo de células gigantes multinucleadas in vitro na interagdo entre

macrofagos e/ou LC e L. loboi.

5 Nao houve diferencas significativas nos niveis de IL-4, IL-2 e IL-10 entre as

interacoes estudadas.

6 A adicido de LC ao co-cultivo de macrofagos e L. loboi, induz aumento da

producao de TNF-a, principalmente apds 48 horas de interagao.

7 Ha inibigdo da produgdo de IL-6 por L. loboi em co-cultivo com macrofagos e

LC.

8 L. loboi estimula significativamente a produ¢do de IL-12 por macrdéfagos co-

cultivados com LC, mas ndo em LC ou macrofagos isoladamente.

Em suma, nossos dados sugerem que L. loboi aparentemente tem a capacidade de
imobilizar os macrofagos, inibindo a formagao de células gigantes ¢ a producdo de TNF-a e
IL-6, citocinas fundamentais na resposta imune inata, e importantes na estimulacdo e

migracdo de células de Langerhans e de neutréfilos ao local da infecgao.
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