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RESUMO

As Células Gigantes Multinucleadas (CGMs) sdo consideradas uma caracteristica
marcante da inflamacdo granulomatosa, pois podem desempenhar um papel
essencial na resposta do hospedeiro contra patdgenos, particularmente o
Paracoccidioides brasiliensis (Pb). Este estudo caracteriza as CGMs encontradas na
Paracoccidioidomicose (PCM) oral crénica e avalia sua correlacdo com a quantidade
de fungos presentes nos tecidos orais. Foram incluidos neste estudo 26 casos de
pacientes portadores de PCM com lesdes em mucosa oral. As lesdes foram
classificadas em granulomas densos e frouxos e avaliou-se o numero total de
células gigantes, incluindo as do tipo Langhans e corpo-estranho, além do nimero
total de fungos e de fungos intracelulares. Realizou-se a rea¢do imunoistoquimica
com o anticorpo antiCD163; as CGMs CD163 positivas foram também quantificadas.
Os resultados revelaram que, nos granulomas densos, houve um namero maior de
células gigantes totais e do tipo corpo-estranho comparado aos granulomas frouxos
(p<0,05). O numero total de células gigantes demonstrou uma correlacdo linear
positiva com o numero de CGMs CD163 positivas (p=0,003; r=0,56) e com a
guantidade de fungos localizados no interior das CGMs (p=0,045; r=0,40). Com base
nestes resultados, concluiu-se que as lesdes orais da PCM cronica contém
principalmente CGMs com fenétipo CD163 positivo, incluindo ambas as células tipo
Langhans e corpo-estranho; esse perfii CD163+/M2 pode contribuir para
manutencdo da forma crbnica da doenca e persisténcia das lesdes orais. Além
disso, quanto maior o numero de CGMs, maior a quantidade de fungos no interior
das células gigantes, evidenciando que este tipo de CGMs séo, de fato, capazes de
realizar a fagocitose.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. Células gigantes. Granuloma.



ABSTRACT

Multinucleated giant cells (MGC) are considered to be a hallmark of granulomatous
inflammation; thus they may play an essential role in the host response against
pathogens, particularly Paracoccidioides brasiliensis. This study characterizes the
MGC found in oral chronic paracoccidioidomycosis and assesses their correlation
with the amount of fungi within oral tissues. Twenty-six cases were included. They
were classified as loose or dense granulomas and the total MGC, including foreign-
body and Langhans giant cells, besides the total and intracellular fungi were taken
into consideration. CD163 immunoexpression was performed and CD163+
multinucleated giant cells were also quantified. Our results showed that dense
granulomas revealed more foreign-body type and total giant cells than loose
granulomas (P < 0.05). Total giant cells showed a positive linear correlation with the
CD163+cells (P = 0.003; r = 0.56) and intracellular fungi quantification (P = 0.045; r =
0.40). Oral chronic paracoccidioidomycosis lesions contain MGC that mainly belong
to a CD163+ phenotype, also showing both Langhans and foreign-body
arrangements; such CD163+/M2 profile may sustain the chronic form and
persistence of PCM oral lesions; additionally, the higher the presence of MGC, the
higher the amount of phagocyted fungi, evidencing that such kind of giant cells are
indeed able to perform phagocytosis.

Keywords: Paracoccidioidomycosis. Giant Cells. Granuloma.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica, de natureza
granulomatosa, causada pelo fungo dimoérfico Paracoccidioides brasiliensis descrita
por Adolfo Lutz em 1908. E uma das infec¢des fangicas mais importantes da
América Latina, ocorrendo em regides tropicais e subtropicais. O Brasil é
considerado um centro endémico dessa doenca, com maior prevaléncia nas regides
sul, sudeste e centro-oeste (WANKE; LONDERO, 1994; MALUF et al., 2003; VERLI
et al., 2005). Tal endemicidade é atribuida as condicBes locais do solo como
umidade, riqgueza em matéria organica, muito recoberto por vegetacdo e com
temperaturas em torno de 20°C que propiciam um ambiente favoravel para o
crescimento do fungo (SILVA et al., 2007).

A doenca ocorre do fungo ocorre pela inalacdo de propagulos infectantes
(conideos) da forma filamentosa, que é a encontrada no meio ambiente,
especialmente em regido rural (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). No tecido humano,
a temperatura de 37°C, o fungo se transforma em levedura, a forma responsavel
pela infeccdo e doenga. A forma de levedura ndo possui transmissibilidade, fato este
gue coloca a PCM como nao-contagiosa (FRANCO et al., 1994).

As manifestacdes clinicas da paracoccidioidomicose sdo as de uma doenca
granulomatosa crbnica, comprometendo especialmente tecidos pulmonares e
mucosa oral. Na PCM, como em outras infeccbes granulomatosas cronicas, a
resposta imune celular representa uma resposta especifica do hospedeiro contra o
fungo, na tentativa de destruir e circunscrever o parasita, evitando sua multiplicacao
e disseminacéo (BRITO; FRANCO, 1994; NEWORAL et al., 2003).

Os critérios microscopicos para o diagnéstico de PCM séo a presenca de:
hiperplasia  pseudoepiteliomatosa;  microabscessos intraepiteliais;  reacéo
granulomatosa composta por células gigantes multinucleadas (CGM) inflamatdrias e
um infiltrado inflamatério predominantemente mononuclear (linfécitos e plasmaécitos),
além de neutrdéfilos; e, principalmente, a presenca de estruturas circulares de
paredes birrefringentes correspondentes aos fungos (SILVA et al., 2007).

O granuloma pode ser classificado em compacto ou frouxo. O granuloma
compacto apresenta area central com células fungicas englobadas por células

gigantes multinucleadas, rodeadas, eventualmente, por infiltrado neutrofilico,
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evidenciadas com dificuldade e podendo apresentar sinais de inviabilidade. Na
regido periférica, ha densos agregados de células epitelioides circundados por
linfécitos (BRITO; FRANCO, 1994). No padrdo de resposta granulomatosa dito
frouxo, observam-se menor nimero de células epitelioides e numerosas células
polimorfonucleares distribuidas ao redor da regido central, que estd ocupada por
edema, exsudato serofibrinoso e grande quantidade de fungos em ativa
multiplicacdo (MONTENEGRO; FRANCO, 1994).

A configuragdo morfologica da reagdo granulomatosa na PCM, baseada no
padrdo da resposta imunolégica, pode ser representada pela configuracdo de dois
polos antagbnicos. Em individuos com resposta imune celular preservada,
observam-se granulomas epitelioides compactos, bem definidos, por vezes
confluentes, com poucos fungos e infeccdo benigna localizada. Nos pacientes que
apresentam comprometimento imunolégico, a inflamacdo granulomatosa ¢é
desorganizada, com grande numero de fungos e granulomas frouxos, mal definidos,
com exudacado supurativa e areas de necrose. Ocorrem proliferacao e disseminacao
do fungo, levando a doenca generalizada e de mau progndstico. Sendo assim, a
reagdo granulomatosa que ocorre na PCM humana e na experimental representa a
mais especializada e eficiente resposta dos tecidos do hospedeiro na tentativa de
bloquear e restringir o fungo, impedindo sua multiplicacdo e disseminacdo pelos
tecidos (FORTES et al., 2011).

Os macréfagos estdo presentes em grande numero nas lesbes
granulomatosas e representam a principal célula de defesa contra o P. brasiliensis.
Considerando que o P. brasiliensis € um fungo intracelular facultativo, os
macrofagos podem ter papel essencial na patogénese da doenca. Portanto, a
investigacdo de mecanismos relacionados com a fagocitose do fungo por
macréfagos e sua atividade funcional torna-se importante para a compreensao da
relacdo hospedeiro-parasita na PCM (BRUMMER et al., 1989; SINGER-VERMES et
al., 1994; GONZALEZ et al., 2000).

Células gigantes multinucleadas estdo presentes em varios tipos de
granulomas como, por exemplo, em areas focais de inflamacgcé&o granulomatosa.
Células gigantes multinucleadas se originam da fusdo de células da linhagem
monaocito/macrofago e tém sido induzidas in vitro a partir de mondécitos de sangue
humano. Morfologicamente, estas células gigantes multinucleadas sao classificadas

em células gigantes de Langhans, que tém um numero mais reduzido de nucleos
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dispostos num arranjo circular na periferia da célula gigante, e células gigantes de
corpo estranho, que possuem um maior nimero de nucleos (normalmente acima de
20) e estdo dispostos aleatoriamente. As de Langhans frequentemente sao
encontradas em doencas granulomatosas infecciosas, tais como tuberculose,
esquistossomose, hanseniase e paracoccidioidomicose e também em desordens
granulomatosas de etiologia desconhecida como a sarcoidose. As de corpo estranho
sdo caracteristicas em granulomas corpo estranho (WILLIAMS; WILLIAMS, 1983;
ANDERSON, 2000; OKAMOTO; MIZUNO; HORIO, 2003; NASCIMENTO et al.,
2011).

Williams; Williams (1983) afirmaram que ndo ha diferencas fundamentais
entre estes dois tipos de células gigantes e também que nado representam
significado diagnéstico. Ambas comumente s&o encontradas coexistindo numa
mesma lesdo. Formas transicionais tém sido descritas e estudos em cultura de
tecidos tém demonstrado que células gigantes de corpo estranho podem sofrer uma
“‘maturagdo”, tornando-se células de Langhans, provavelmente devido aos
movimentos do citoesqueleto intracelular. Apesar das células gigantes
multinucleadas terem um reconhecido papel crucial na inflamagé&o granulomatosa,
as funcdes especificas das células gigantes de Langhans e corpo estranho ndo séao
ainda conhecidas (OKAMOTO; MIZUNO; HORIO, 2003).

Até o presente, ndo existem na literatura estudos avaliando as caracteristicas
morfolégicas das CGMs em lesdes bucais por PCM. Assim, o presente trabalho visa
relacionar a quantidade, o tamanho, o perimetro e a area das Células Gigantes
Multinucleadas Inflamatérias com a quantidade de fungos Paracoccidioides
brasiliensis presentes, utilizando-se a imunomarcacdo para CD163 e Anti-PB, em
fragmentos de bidpsias obtidas de lesGes bucais de pacientes portadores de
Paracoccidioidomicose.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A paracoccidioidomicose é uma infeccdo causada pelo fungo dimorfico
Paracoccidioides brasiliensis que é encontrado no solo de paises da América Latina
estendendo-se desde o México, ao norte, até a Argentina ao sul, sendo endémica
nas regides sudeste, centro-oeste e sul do Brasil (ALMEIDA; JORGE-JUNIOR;
SCULLY, 2003; NEVES et al., 2003; BORBA et al., 2005, SILVA et al., 2007). A
infeccdo é autdctone e restrita ao continente americano. A incidéncia da doenca no
Brasil, maior detentor dos casos, é observada com maior intensidade nos estados de
Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Parana, Rio Grande do Sul, Goias, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul (VERLI et al., 2005). Tal endemicidade é atribuida as
condi¢cdes locais do solo (umidade, rico em matéria organica, recoberto por
vegetacdo e com temperaturas em torno de 20°C) que propiciam um ambiente
favoravel para o crescimento do fungo (SILVA et al., 2007). Representa a maior
causa incapacitante e de morte entre trabalhadores rurais adultos jovens, com idade
variando entre 29 e 40 anos, durante o periodo de vida mais produtivo (COUTINHO
et al., 2002; RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).

Esta doenca foi inicialmente descrita em 1908 por Adolfo Lutz que sugeriu a
denominacdo “Doenga de Lutz’. Posteriormente, em 1912, Afonso Splendore
sugeriu o nome “Zymonema brasiliense” e, somente em 1930, Floriano de Almeida
distinguiu seu agente etiologico do Coccidioides immitis, propondo o nome
Paracoccidioides brasiliensis. Entretanto, esta doenca foi oficialmente reconhecida
como PCM pela Organizacdo Mundial de Saude somente em 1971. Recentemente,
utilizando-se técnicas de biologia molecular, o P. brasiliensis foi classificado no filo
Ascomycota, ordem Onygenales e familia Onygenacea (ALMEIDA; JORGE-
JUNIOR; SCULLY, 2003; RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).

O P. brasiliensis é um fungo dimorfico por apresentar-se sob duas formas:
micélio e levedura. A forma de micélio, encontrada na natureza a uma temperatura
de 25°C, produz colbnias de crescimento lento (3-4 semanas), e € a forma infectante
do fungo. A forma de levedura esta presente no exsudato dos tecidos do hospedeiro
e cresce em cultura a 37°C. Apresentam-se como estruturas ovoides que se
reproduzem por brotamento ou gemulacdo. Esta transicdo morfologica &

determinada pela temperatura ambiente e se correlaciona com a invasdo do
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hospedeiro (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008). Apresenta uma dupla camada
refringente, sendo que na forma de levedura a camada externa é formada pela o-
1,3-glucana e na forma de micélio pela B-1,3-glucana. A camada interna da parede
celular é espessa e € formada por quitina justaposta a membrana citoplasmética
(ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003). A patogenicidade e a capacidade de
invasdo do fungo parecem estar associadas com a a-1,3-glucana e com algumas
proteases como a Gp-43, uma proteina de 43 kDa, que se constitui no principal
antigeno secretado pelo P. brasiliensis além de ser o mais especifico para o
diagnostico desta infeccdo (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).

O curso clinico da doenca pode se dar principalmente sob a forma aguda
(juvenil) e crénica (adulta). Ambas estdo associadas com uma infec¢do sistémica e
uma resposta imune celular deficiente (BATISTA; SOARES; LARA, 2005). A forma
adulta ocorre em mais de 90% dos casos e principalmente em pacientes do género
masculino, progride lentamente e pode levar meses a anos para se manifestar
clinicamente. Afeta inicialmente os pulmdes causando uma morbidade significativa
devido ao comprometimento da funcdo pulmonar. Subsequentemente, a doenca
pode disseminar para outros 6rgdos e tecidos produzindo lesGes secundarias nas
membranas mucosas (bucal e nasal), pele, linfonodos e glandulas adrenais. A forma
juvenil, ao contrério, desenvolve-se dentro de poucas semanas ou meses, € mais
severa, levando a niveis significativos de mortalidade pelo comprometimento
primario do sistema fagocitario mononuclear (BORGES-WALMSLEY et al., 2002).
Estas diferentes manifestacdes clinicas, inclusive a forma assintomética, resultam de
fatores relacionados ao hospedeiro, tais como idade, género e estado imunolégico,
bem como caracteristicas do agente infeccioso, especialmente sua viruléncia
(UNTERKIRCHER et al., 2004; MENDES-GIANNINI et al., 2008; RAMOS-E-SILVA;
SARAIVA, 2008).

Estudos utilizando o teste intradérmico da paracoccidioidina revelaram que o
namero de pacientes diagnosticados clinicamente com PCM representa apenas uma
pequena porcao de individuos infectados. Além dos fatores inerentes ao hospedeiro
e ao fungo mencionados anteriormente, o fato do individuo infectado nas primeiras
décadas de vida ndo estar mais residindo na area endémica quando a doenca se
manifestou, contribuem para o atraso no diagnostico (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA,
2008).
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A principal forma de contagio da PCM € pela inalagdo de esporos do fungo.
Poucas horas ap6és a inalacdo, os clamidésporos, que sdo as particulas infectantes,
adquirem uma forma fungica que habita no corpo humano. O P. brasiliensis pode
levar & formacdo de um complexo gangliopulmonar que, na maioria dos casos,
regride espontaneamente com o estabelecimento da imunidade especifica do
hospedeiro. A infeccdo primaria € quase sempre subclinica em individuos com
sistema imune competente. Caso o0 hospedeiro torne-se imunocomprometido,
podera haver uma reativacao tardia resultando em infeccdo crénica (RAMOS-E-
SILVA; SARAIVA, 2008).

Mulheres em idade fértil sGo menos afetadas pela PCM devido a presenca
dos receptores do hormonio B-estradiol no citoplasma das formas de micélio e
levedura do P. brasiliensis, indicando que este hormonio feminino é capaz de inibir a
transicdo de micélio para a forma de levedura, explicando assim a baixa incidéncia
de casos em mulheres adultas (LOOSE et al., 1983; ARISTIZABAL et al., 1998).

A manifestacéo clinica da PCM pode ser de forma localizada e benigna até
disseminada, severa e progressiva, com evolucdo fatal. Com a inalacdo dos
parasitas, estes penetram o trato respiratorio e os pulmdes resultando em PCM
pulmonar em 80 a 90% dos casos, sendo usualmente bilateral e localizada na
metade inferior dos pulmfes. A sintomatologia nesta fase é inespecifica e os
pacientes podem apresentar tosse crbnica, expectoracdo, dispneia, dor toracica e
hemoptise associada a sintomas sistémicos como perda de peso, febre e anorexia.
Também pode ser assintomatica, regredir espontaneamente, progredir para a
doenca ou permanecer num estado de laténcia (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).

InfeccBes fungicas sdo comumente diagnosticadas através de cultura,
sorologia ou histopatologia. Os testes sorologicos revelam a existéncia do
microrganismo antes mesmo dos exames citolégico e histopatolégico, e sdo de
amplo uso na confirmacdo da doenca (BLOTTA et al., 1999). Um outro método de
diagnostico utilizado € a reacado intradérmica. Magalhdes et al. (2014) avaliaram a
prevaléncia de PCM infeccdo através da reacgdo intradérmica em habitantes de
areas rurais de Alfenas-MG. Dos 542 pacientes incluidos no estudo, 46,7%
apresentaram positividade aos testes cutaneos. Os autores verificaram também que
a prevaléncia aumentou com o avanco da idade e que o género masculino foi mais

comumente afetado.
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J4 o envolvimento pulmonar deve ser confirmado através de exame
radiogréafico. Além disso, técnicas moleculares tém permitido um diagndstico de alta
especificidade e sensibilidade, particularmente quando se utiliza sondas de DNA.
Estas técnicas incluem a identificacdo molecular do P. brasiliensis através da
imunoistoquimica e da amplificacdo do DNA ribossémico pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003).

Os critérios microscopicos para o diagnostico de PCM séo a presenca de:
hiperplasia  pseudoepiteliomatosa, = microabscessos intra-epiteliais, reagéo
granulomatosa composta por células gigantes inflamatérias e um infiltrado
inflamatorio predominantemente mononuclear (linfécitos e plasmadcitos), além de
neutrofilos; e, principalmente, a presenca de estruturas circulares de parede
birrefringente correspondente ao fungo (SILVA et al., 2007). Estas estruturas podem
ser observadas em cortes histolégicos corados pela Hematoxilina e Eosina, mas sao
mais facilmente identificadas quando coradas pelo Acido Periddico-Schiff ou pela
técnica de Gomori-Grocott (ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003; RAMOS-E-
SILVA; SARAIVA, 2008).

O envolvimento bucal na PCM foi primeiramente descrito por Lutz, em 1908,
nos dois pacientes que também apresentavam linfadenopatia cervical. As lesbes
bucais tipicamente se caracterizavam por uma hiperplasia granular eritematosa,
entremeada por pontos hemorragicos purpureos e um aspecto superficial rugoso
denominadas “estomatite moriforme” (ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003;
SILVA et al., 2007). O envolvimento dos labios causa um aumento pronunciado na
espessura e consisténcia, conhecido como macroqueilia. Geralmente, as lesdes
bucais sdo multiplas envolvendo os labios, gengiva, mucosa jugal, palato, lingua e
assoalho bucal. Apesar de incomum, a PCM pode provocar perfuracdo do palato
duro (ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003). O diagnéstico diferencial deve
incluir carcinoma de células escamosas, linfoma, tuberculose, sarcoidose, sifilis,
granulomatose de Wegener, actinomicose cervicofacial, histoplasmose, criptococose
e leishmaniose (ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003; RAMOS-E-SILVA;
SARAIVA, 2008).

Segundo os autores Wagner et al (1998), Pagliari et al (2006; 2010) o
infiltrado inflamatdrio associado a presenca de P. brasiliensis tem sido pouco
estudado. Dentre os trabalhos encontrados na literatura, podemos destacar aqueles

que envolvem a resposta imunologica inata envolvendo a agédo de eosinofilos (),
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mastocitos, células NK e outros representados pela resposta imunoldgica especifica
pela atuacdo de células como, por exemplo, mondécitos (PERACOLI et al., 2003;
KUROKAWA et al, 2007) e macréfagos no granuloma imunogénico
(KAMINAGAKURA et al., 2007).

Diante do fato de existirem poucos dados na literatura relacionados a
descricdo e quantificacdo das células inflamatérias envolvidas na PCM bucal,
Kaminagakura et al. (2007) desenvolveram um estudo objetivando caracterizar e
descrever as células inflamatdrias na PCM bucal, utilizando os anticorpos contra
CD68, CD45, CD8, CD4, CD20, CD15 e proteina S-100 para identificar macréfagos,
linfécitos T, linfcitos supressores e helper, linfécitos B, polimorfonucleares e células
dendriticas, respectivamente. Os autores observaram predominancia de células T
CD4+ em granulomas bem organizados, e um equilibrio nas células T CD4+ e CD8+
em areas ndo granulomatosas. E concluiram que os macréfagos e os linfécitos T
sdo as células predominantes na PCM bucal e que os granulomas bem organizados
possuiam poucas particulas fungicas, indicando uma resposta imune do hospedeiro
mais efetiva.

A presenca de P. brasiliensis no organismo estimula os mondcitos a liberarem
citocinas pr6 e antinflamatérias tais como o fator de necrose tumoral alfa, a
interleucina 1-beta, a interleucina-6, a interleucina-10 e o fator de crescimento
transformante beta. Em tecidos da mucosa bucal, a presenca do fungo e destas
citocinas desencadeiam uma resposta inflamatéria granulomatosa caracterizada
pela formag&o de granulomas frouxos e densos. Esta reagcdo imune inicia-se com o
acumulo de macrofagos e células efetoras em resposta as citocinas produzidas
pelos linfécitos T. Os macrofagos teciduais sdo derivados dos mondcitos
sanguineos, constituindo-se na principal linha de defesa do hospedeiro contra o P.
brasiliensis. Contudo, o papel dos macréfagos depende do seu estado de ativacdo, o
gue pode habilita-los a se tornarem microbicidas. Ha4 atualmente duas formas
polarizadas distintas de macréfagos: M1 (macréfagos ativados classicamente) e M2
(macréfagos alternativamente ativados). Esta polarizacdo € determinada por
mediadores presentes no microambiente inflamatorio. Macrofagos M1 sé&o
estimulados por interferon gama ou lipopolissacarideos a produzirem éxido nitrico e
destruirem patodgenos intracelulares e células tumorais. Além disso, macréfagos M1
produzem grande quantidade de citocinas pro-inflamatoérias, tais como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-alfa), interleucina-1 beta (IL-1beta), interleucina-12 (IL-12)
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e interleucina-23 (IL-23), sendo células efetoras potentes associadas com a resposta
imune adaptativa Thl. Por outro lado, macrofagos M2 séo estimulados por
interleucina-4 (IL-4) ou interleucina-13 (IL-13) e sado caracterizados pela baixa
producéo de citocinas pro-inflamatorias TNF-alfa, IL-1beta e IL-6 e alta producgéo de
IL-10, TGF-beta e arginase-1. Estas citocinas estdo presentes na resposta
inflamatoria tardia, removendo restos necroticos, promovendo angiogénese,
remodelacdo e reparo tecidual e atuando nas células Th2 da resposta imune
adaptativa. Citocinas Th2 liberadas no microambiente podem favorecer a progressao
da doenca, enquanto citocinas produzidas pela resposta imune Thl estao
associadas com uma melhor resisténcia ao desenvolvimento da PCM (CARLI et al.,
2016).

Dentre véarios marcadores existentes para macrofagos, o CD163 é uma
glicoproteina transmembrana de 130 kDa que foi identificada como um receptor que
expressa exclusivamente mondcitos e macrofagos. E membro da familia de
receptores de captura ricos em cisteina. Os macréfagos teciduais expressam altos
niveis de CD163, o que pode estar relacionado, em alguns casos, ao papel
importante na resolugdo da inflamacdo. Este receptor também esta4 envolvido na
diferenciacdo dos macrofagos, assim como de mondcitos do sangue periférico,
células Kupffer no figado, no baco, macrofagos corticais do timo, macrofagos
maduros residentes da medula éssea e no tecido nervoso (VAN DEN HEUVEL et al.,
1999).

O CD68 é uma glicoproteina transmembranar de 110 kDa de funcao
desconhecida altamente expressa por monécitos humanos e macrofagos de tecidos.
Esta presente nos granulos citoplasmaticos de mondcitos, macréfagos, neutrofilos,
basoéfilos e grandes linfécitos. A funcdo da molécula € desconhecida. O anticorpo
contra CD68 marca mondcitos e macréfagos em ampla gama de tecidos, incluindo
macrofagos pulmonares, macrofagos de centros germinativos, células de Kupffer,
osteoclastos e precursores mieloides na medula 6ssea (HOLNESS; SIMMONS,
1993).

Williams; Williams (1983) relataram que a inflamacdo granulomatosa é melhor
definida como uma variedade especial de inflamacdo cronica em que células do
sistema fagocitario mononuclear sdo predominantes e tomam a forma de
macrofagos, células epitelioides e células gigantes multinucleadas. Na maioria das

vezes, estas ceélulas estdo agregadas no interior de lesdes focais bem demarcadas
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denominadas granulomas. Além destas células, estdo também normalmente
presentes nestes granulomas linfocitos, plasmaécitos e fibroblastos.

A inflamacéo granulomatosa é um importante componente da resposta imune
para muitos patdgenos intracelulares e para alguns antigenos ndo-degradaveis.
Estas respostas iniciam-se pelos linfocitos T CD4 positivos com o acumulo de
macrofagos e outras células efetoras em resposta as citocinas produzidas pelos
linfécitos T. Os macréfagos formam a principal linha de defesa contra o P.
brasiliensis. Estas células e seus produtos estdo envolvidos no desenvolvimento de
inflamagé&o granulomatosa, promovendo o reconhecimento e processamento de
antigenos. Eles também exercem um papel essencial na inducdo da ativacdo de
linfécitos T antigeno-especificos (KAMINAGAKURA et al., 2007). Entretanto, a
funcd@o do macréfago depende do seu estado de ativagcdo que lhe capacita a exercer
sua atividade microbicida (BATISTA; SOARES; LARA, 2005). Além disso, o estudo
in vivo realizado por Santos; Ferreira; Almeida (2011) demonstrou que, apos a
interacdo do fungo P. brasiliensis e as células dendriticas, estas migrariam para o
linfonodo de drenagem e ativariam as células T CD4.

O granuloma compacto apresenta area central, com células flngicas
englobadas por células gigantes multinucleadas, rodeadas, eventualmente, por
infiltrado neutrofilico, evidenciadas com dificuldade e podendo apresentar sinais de
inviabilidade. Na regido periférica, ha densos agregados de células epitelioides
circundados por linfécitos (BRITO; FRANCO, 1994). No padrdao de resposta
granulomatosa dito frouxo, observam-se menor nimero de células epitelioides e
numerosas células polimorfonucleares distribuidas ao redor da regido central, que
estd ocupada por edema, exsudato serofibrinoso e grande quantidade de fungos em
ativa multiplicacdo (MONTENEGRO; FRANCO, 1994).

Quando os granulomas sé&o compactos (densos) eles sao efetivamente
capazes de conter a proliferacdo fungica, entretanto, quando eles séo frouxos a sua
funcdo protetora deixa de existir e as leveduras do fungo conseguem se multiplicar
(COCK et al., 2000). O tipo de resposta imune contra a acao do fungo € que definira
a forma como a doenca ir4 se desenvolver, uma vez que, adquirida a infecgcéo, é o
sistema imune do hospedeiro que ira determinar a extensdo e a gravidade da
doenca (RAMOS-E-SILVA, 2004).

Células gigantes multinucleadas sé&o formadas pela fusdo de macrofagos e

desempenham fungbes importantes em inumeros processos fisioldégicos e
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patologicos. Estas células foram inicialmente descritas por Langhans em 1868, que
relatou a presenca de células polinucleares em granulomas da tuberculose.
Trabalhos subsequentes a estas observacdes preliminares tém demonstrado que
células gigantes multinucleadas sdo formadas como resultado da fusdo de células
pertencentes a linhagem mondcito/macréfago e representam uma via para a
diferenciacdo terminal dos macrofagos. Sendo assim, a formacdo de células
gigantes representa um processo de hibridizacdo homotipica natural das células,
levando a modulacdo de funcbes secretoras e sintéticas dos macréfagos. Em
individuos saudéaveis, células gigantes multinucleadas sdo encontradas nos 0ssos,
onde sdo denominadas osteoclastos. Entretanto, a formacéo de células gigantes em
tecidos nado-esqueléticos pode originar-se como resultado de inflamacdo crénica
devido a presenca de material estranho que € indigerivel, ou pobremente digerivel,
ou de patdgenos persistentes que ndo sado eliminados por varias razdes (QUINN;
SCHEPETKIN, 2009).

As células gigantes multinucleadas inflamatorias sdo um aspecto comum dos
granulomas que se desenvolvem em tecidos de doencas infecciosas crénicas como
a tuberculose e a PCM. Elas séo caracteristicamente formadas em resposta aos
patégenos intracelulares que ndo foram eliminados pelos macréfagos. Nascimento
et al. (2008) afirmaram que € provavel que as CGMs encontradas no granuloma da
PCM estejam envolvidas no sequestro e destruicdo dos fungos no tecido. Estas
células gigantes também representam um componente ativo, possivelmente
envolvido na formacédo e turnover do granuloma, assim como na destruicdo de
agentes irritantes.

Morfologicamente, as células gigantes multinucleadas sdo classificadas em
células gigantes de Langhans ou células gigantes de corpo estranho. Células
gigantes de Langhans sdo encontradas em doencas granulomatosas infecciosas tais
como tuberculose e esquistossomose ou em desordens granulomatosas de etiologia
desconhecida tais como sarcoidose. Células gigantes de Langhans séo
caracterizadas por um numero relativamente pequeno de nucleos, geralmente
menos de 20, dispostas em um arranjo periférico circular dentro da célula gigante.
As de corpo estranho normalmente apresentam um ndamero maior de nucleos, acima
de 20, que se dispdem aleatoriamente na célula gigante. As de Langhans sé&o
comumente vistas em granulomas imunes com macréfagos epiteiloides e estao

associadas com particulas indigeriveis de organismos circundados por um colar de
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linfécitos. O colar de linfécitos circundando os granulomas imunes € indicativo de
imunidade mediada por células-T desencadeada pelo agente agressor e 0os produtos
dos linfécitos T ativados, principalmente interferon-gama, iniciam a fusdo de
monaocitos e macréfagos para formar as células gigantes de Langhans. As células
gigantes de corpo estranho sdo mais comumente encontradas em granulomas de
corpo estranho, onde o material indigerivel ou pobremente digerivel esta circundado
ou encapsulado por uma camada delgada (uma a duas células de espessura) de
macréfagos e células gigantes tipo corpo estranho. O colar linfocitico visto nos
granulomas imunes nédo sdo encontrados nos granulomas corpo estranho. O
granuloma corpo estranho mais comum € o granuloma de suturas, em que 0S
macrofagos e as células gigantes estdo presentes na superficie da sutura e esta
camada de células é encapsulada por tecido conjuntivo fiboroso (ANDERSON, 2000).

Em 2008, Helming; Gordon afirmaram que a multinucleacdo das células
gigantes de corpo estranho encontradas durante a resposta do hospedeiro ao
material estranho parece induzir um aumento no tamanho destas células e,
consequentemente, uma capacidade aumentada para degradar particulas maiores
com ou sem ingestdo. Entretanto, o tamanho destas células realmente importa? Na
tuberculose, onde as células gigantes sdo um aspecto proeminente, as paredes do
Mycobacterium tuberculosis sdo pobremente degradaveis e foi encontrado que as
células gigantes, particularmente em granulomas tuberculoides, podem apresentar
uma capacidade fagocitaria diminuida. Outra possibilidade € que através da fusédo
dos macrofagos, propriedades de diferentes células individuais sdo combinadas para
adquirir uma nova funcdo na célula multinucleada. Estes autores concluiram que o
significado funcional das células gigantes multinucleadas durante a inflamacéo
granulomatosa necessita ser determinado.

Nascimento et al. (2011) avaliaram o efeito modulador do fator estimulador de
colénias de macrofagos granulocitos em associagdo com outras citocinas, tais como
interferon-gama, fator de necrose tumoral alfa, interleucina-10 ou fator de
crescimento transformante beta na formacgao de células gigantes multinucleadas dos
monaocitos sanguineos periféricos humanos estimulados com o antigeno do
Paracoccidioides brasiliensis. Os resultados demonstraram que 0S mondocitos
incubados com as citocinas pro e antinflamatérias induziram um nimero maior de
células gigantes de corpo estranho do que de Langhans. Para Okamoto; Mizuno;
Horio (2003), algumas citocinas tém uma tendéncia de induzir células gigantes de
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Langhans e outras facilmente induzem de corpo estranho. O equilibrio destas
citocinas produzidas localmente em les6es granulomatosas pode decidir que tipo de
células gigantes seréo formadas.

A analise citomorfométrica € um método eficiente e aceitdvel capaz de
identificar caracteristicas estruturais e morfoldgicas quantitativas de células e tecidos
em planos bidimensionais (WHITE; JIN; YANG, 1994; SOMANATHAN; SIMUNEK,
2006). Este método tem sido aplicado para avaliar algumas alteracfes estruturais de
células em tecidos normais e anormais, incluindo lesdes centrais de células gigantes
(ABRAMS; SHEAR, 1977; FORNASIER et al., 1996). A aplicacdo de técnicas
guantitativas associadas com a evolucdo dos sistemas de analise de imagens tem
propiciado uma melhora na precisdo de estudos citomorfométricos (PEKTAS et al.,
2006).

Ficarra; Kaban; Hansen (1987), Auclair et al. (1988) e Appel et al. (2003)
observaram em seus estudos alguns parametros celulares e nucleares, quantitativos
e morfolégicos, como possiveis preditores histologicos de comportamento bioldgico
para estabelecer critérios diagnosticos das variantes agressivas. Assim como Florez-
Moreno et al. (2008) em seu estudo comparativo entre lesdes de células gigantes
centrais (LCGC) e periféricas (LCGP) na maxila por meio de uma analise
citomorfométrica e imuno-histoquimica, observaram que a sobre-expressédo de CD68
e a maior proporcdo de macréfagos a CGMs observadas em LCGCs podem estar
associadas ao comportamento clinico das les6es, como a taxa de crescimento, 0s
sintomas, reabsor¢édo éssea ou dentéria e recorréncia.

Ndo ha estudo na literatura, até o presente momento, que avaliou as
caracteristicas das CGMs em lesGes bucais por paracoccidioidomicose e as
comparou com a imunomarcacao para CD163. A PCM, endémica na regiao de
Alfenas-MG, uma importante regido produtora e exportadora de café do Brasil,
constitui-se uma doenca de saude publica com impacto econdmico por comprometer
a saude dos trabalhadores durante sua fase produtiva, a ponto de leva-los a 6bito.
Uma melhor compreensao do mecanismo envolvido no papel das Células Gigantes
Multinucleadas no infiltrado inflamatério do processo infeccioso provocado pelo P.
brasiliensis nas lesdes bucais poderia, entdo, auxiliar no desenvolvimento de novas

terapéuticas contra este fungo.
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3 PROPOSICAO

Constituiu-se proposicdo do presente estudo analisar a presenca e a
morfologia das Células Gigantes Multinucleadas Inflamatérias, em granulomas
inflamatorios do tipo denso e frouxo, imunomarcadas pelo CD163, em fragmentos de
bidpsias obtidas de lesdes bucais de pacientes portadores de paracoccidioidomicose
e correlacionar com o0 numero de fungos Paracoccidioides brasiliensis

imunomarcados pelo Anti-Pb.
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4 MATERIAL E METODOS

O Material e os médotos tiveram os dados coletados e preparados na ordem

seguinte.

4.1 QUESTOES ETICAS

O presente estudo foi desenvolvido apds apreciacdo e aprovacao pelo
Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos da UNIFAL-MG. O
namero de sua aprovacéao é 814.059 (ANEXO A).

4.2 CASUISTICA, SELECAO E PREPARO DA AMOSTRA

As 26 amostras incluidas neste estudo foram obtidas dos Arquivos do
Laboratorio de Anatomopatologia Bucal da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG). Todos os casos com diagndstico definitivo de paracoccidioidomicose,
confirmados através da analise microscépica de laminas coradas em hematoxilina e
eosina (HE), foram levantados e revistos por dois patologistas experientes (JACH e
AACP). Os casos que apresentavam quantidade suficiente de material emblocado
em parafina e granulomas densos ou frouxos foram incluidos no estudo. Laminas
(cortes) que apresentaram material insuficiente ou para analise foram excluidas do
estudo.

Os tecidos obtidos das biopsias foram previamente fixados em solucdo
neutra tamponada de formalina 10%, por 24 h, a 4°C e entdo submetidos ao
processamento histoldgico, inclusdo em parafina e microtomia. Seis cortes teciduais
seriados de espessura de 3 micrometros (um) foram montados sobre laminas
carregadas positivamente, preparadas através da imersdo das mesmas em solugéo
de ATPS (3-aminopropyltriethoxysilene; Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, Brasil) a 5%.

Em seguida as laminas de vidro contendo os cortes histologicos foram mantidas em
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estufa durante 1 hora, a uma temperatura de aproximadamente 50°C, para fixagédo
dos cortes histologicos nas mesmas. Apos fixacdo, os cortes histoldégicos foram
desparafinados através de imersdes consecutivas em xilol e rehidratados por
passagens sucessivas em etanol em concentracoes decrescentes (etanol absoluto,
etanol 90%, 80% e 70%). Um corte de cada fragmento foi corado pela técnica
convencional da HE, seguindo-se os procedimentos histotécnicos de rotina do
Laboratério de Anatomopatologia Bucal da UNIFAL-MG, e montados em laminas de

vidro para rotina. Os demais foram reservados para a andlise imuno-histoquimica.

4.3 REACAO IMUNOISTOQUIMICA

Apébs a desparafinizacdo e a reidratacdo, o bloqueio da peroxidase enddégena
dos tecidos foi realizado com o objetivo de eliminar reacdes inespecificas. Para
tanto, as laminas foram imersas em solucdo de peroxido de hidrogénio a 1,5% e
metanol absoluto (v/v) durante 20 minutos, com posterior lavagem em &gua
destilada. Previamente a incubagdo com o anticorpo primario, as amostras foram
submetidas a reativacdo antigénica, com a finalidade de recuperar os sitios
antigénicos mascarados pela fixacdo e inclusédo do tecido em formol e parafina. Para
este fim, as laminas foram imersas em tampao citrato 0,01 M, pH 6,0 durante 35
minutos, em banho-maria ajustado para 95-98°C e logo apds, mantidas durante 20
minutos a temperatura ambiente, fora do banho-maria, e lavadas em agua destilada
e PBS. A imunodeteccdo das proteinas de interesse foi realizada utilizando os
anticorpos anti-humanos para CD163 (10D6, 1:500, Vector Labs cat#VP-C374,
Burlingame, CA, EUA) e Pb (polyclonal, 1:200.000, Instituto de Medicina Tropical de
Sé&o Paulo, Sdo Paulo, Brasil). A solugdo contendo cada anticorpo foi adicionada
sobre os cortes teciduais, individualmente, e as laminas foram mantidas em camara
Umida durante 12-16 horas, a uma temperatura de 2—-8°C. A seguir, as laminas
passaram por uma lavagem em PBS e os cortes histoldgicos, incubados com o
anticorpo secundario biotinilado anti-lgG (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA),
seguindo a especificidade adequada aos anticorpos primarios, em camara Umida
durante 50 minutos a temperatura ambiente. As laminas lavadas em PBS e a

deteccdo foram realizadas utilizando o sistema da streptavidina-biotina-peroxidase
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(Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EUA). Ap6s 30 minutos de incubagdo em
camara umida dos cortes com a solucdo de streptavidina-biotina-peroxidase a
temperatura ambiente, as laminas foram lavadas com PBS e a deteccédo foi
completada utilizando-se uma solucdo cromégena contendo 0,03% de 3,3-
diaminobenzidina (3,3",4,4 -tetraaminobifeniltetrahidrocloreto) e 0,3% de perdxido de
hidrogénio (Merck, Whitehouse Station, NJ, EUA). Posteriormente foi realizada
contra-coloracdo dos cortes histolégicos em solucdo de hematoxilina de Harris,
desidratacdo das mesmas através de imersdes em concentracdes crescentes de
etanol (etanol 70%, 80%, 90% e etanol absoluto), diafanizagdo em xilol e montagem
em meio de montagem permanente . Para cada reacdo foi utilizado um controle
negativo, o qual foi incubado somente com a solugéo diluente (abolicdo do anticorpo

primario).

4.4 ANALISE MICROSCOPICA

A andlise microscopica foi realizada sem o conhecimento prévio dos dados
clinicos dos pacientes, utilizando-se um microscopio éptico binocular (Axio Lab - Carl
Zeiss, Gottingen, Alemanha) contendo uma lente objetiva N-Achroplan de 40X/0,65,
resultando num aumento final de 400X. O tamanho das Células Gigantes
Inflamatérias foi determinado através das medidas da area celular e do perimetro
celular. As Células Gigantes Multinucleadas foram classificadas como tipo Langhans
ou tipo corpo estranho, conforme descrito por Anderson (2000). Além disso, realizou-
se a contagem de células gigantes em cada campo capturado e também a contagem
do fungo Paracoccidioides brasiliensis.

As laminas coradas pelos marcadores CD163 e Anti-Pb foram analisadas
em microscopio de luz com objetivas de 10X e 40X, percorrendo toda a extensdo do
corte. Foram capturados 10 campos consecutivos de cada amostra com aumento de
400X para analise.

Através de um teste cego foi realizado com o auxilio de um programa de
captura de imagens (AxioVision Rel. 4.8.2- Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha)
instalado em um microcomputador, a demarcacao dos tamanhos das células atraves

da area celular (AC) e perimetro celular (PC). Aléem disso, foi realizada a contagem
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de células em cada campo capturado. Para a aquisicdo das imagens, utilizou-se
uma camera fotografica digital (Axiocam MRc 1.4 Mb- Carl Zeiss, Gottingen,
Alemanha) acoplada a um microscépio Optico binocular (Axio Lab- Carl Zeiss,
Gottingen, Alemanha) contendo uma lente objetiva N-Achroplan de 40X/0,65;
resultando num aumento final de 400X.

As medicdes foram feitas tracando os contornos das Células Gigantes
Multinucleadas com um conjunto de mesa e caneta digitalizadora (Genius
WizardPen 8x6; KYE Systems Europe, Langenfeld, Alemanha) como proposto por
Florez-Moreno et al. (2008) (FIGURA 1).

A quantificacdo do fungo Paracoccidioides brasiliensis foi realizada através
da imunomarcacdo com o anticorpo Pb em 10 campos aleatérios para cada caso,
utilizando o software AxioVision Rel. 4.8.2. Obteve-se a média de fungos por campo
analisado para cada caso. Somente foram quantificados os fungos considerados
viaveis, quando apresentaram sua morfologia totalmente preservada. Quando houve
células em estagio reprodutivo por gemulacao, estas foram contadas como apenas

uma unica célula, como preconizado por Batista; Soares; Lara (2005).
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os registros das informacdes microscopicas dos pacientes portadores de
PCM foram armazenados em um banco de dados, elaborado em planilha eletrénica
do Microsoft Excel.

A correlacdo entre as variaveis microscopicas: numero de CGMs, perimetro
e area das CGMs e a quantidade de fungos nos tecidos foi realizada pelos testes
Teste t de Student e 0 Teste de Spearman e U Mann Whitney considerando-se o

nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

A quantidade de células gigantes multinucleadas totais, de Langhans e de
corpo estranho presentes nos granulomas frouxos e densos estdo descritas na
Tabela 1. Quando se levou em conta apenas a variavel nimero total de células
gigantes, verificou-se que, nos 14 casos em que 0s granulomas eram frouxos, houve
uma variagdo de 1,8 a 4,7 células gigantes com um valor médio de 2,7 células
gigantes por caso. Nos 12 casos classificados como granulomas densos, o valor
médio foi de 3,4, com uma variacdo 1,9 a 5,5 células gigantes por caso.
Comparando-se apenas a presenca de células gigantes tipo corpo estranho
presentes nos 26 casos, o0 numero médio foi maior nos granulomas densos (1,6
contra 0,9) e houve uma variagdo de 0,9 a 2,6; valores estes estatisticamente
significantes. Em relacdo as células gigantes de Langhans, tanto o nimero médio
guanto a variacdo apresentaram valores muito semelhantes nos dois tipos de

granulomas estudados.

Tabela 1 - Distribuicdo da contagem de células gigantes multinucleadas de acordo com o tipo de
granuloma

Granulomas

Variavel Categoria / Medidas Frouxo Denso p
Células N 14 12 0,172 *
Gigantes Variacdo (min-max) 1,8-4.7 1,9-55
Totais Mediana 2,5 3,2

Média 2,7 3,4

Desvio Padrao 0,7 1,2
Células N 14 12 <0,001*
Gigantes de Variagdo (min-max) 05-1,8 09-26
Corpo Mediana 0,8 1,4
Estranho Média 0,9 1,6

Desvio Padrao 0,3 0,5
Células N 14 12 0,837*
Gigantes de Variagdo (min-max) 0,9-4,0 06-34
Langhans Mediana 1,7 1,4

Média 1.8 1,7

Desvio Padrao 0,8 0,9

* valor de p obtido pelo teste t student

Fonte: Do autor.
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Para a realizacdo da comparacdo entre o numero de células gigantes e o
namero de fungos Paracoccidioides brasiliensis marcados pelo anticorpo Anti-Pb, os
casos foram classificados, de acordo com o numero médio de fungos, em dois
grupos: menor ou igual a 5,4 e maior que 5,4. Ao analisar o nimero total de células
gigantes, observou-se que, nos casos em que o numero de fungos era menor ou
igual a 5,4; o numero médio de células gigantes era de 2,8 (com uma variacdo de
2,3 a 4) e, nos casos em gque o numero de fungos era maior que 5,4; o numero total
de células gigantes variava de 1,8 a 5,5 (com uma média de 3,2). Quando se
comparou o0 numero de células gigantes corpo estranho e de Langhans com o
namero de fungos, néo se observou diferencas expressivas (TABELA 2). Ha que se

destacar que em um caso nao foi possivel fazer a contagem de fungos.

Tabela 2 - Distribuicdo da contagem de células gigantes multinucleadas de acordo com a
contagem de fungos

Variavel Categoria Anti-Pb p
Freq.=<5,4 Freq.>5,4
Células N 12 13 0,806 *
Gigantes Variacdo (min-max) 2,3-4,0 1,8-5,5
Totais Mediana 2,6 2,5
Média 2,8 3,2
Desvio Padrao 0,5 1,3
Células N 12 13 0,891 *
Gigantes de Variacao (min-max) 0,6-20 05-2,6
Corpo Mediana 1,1 1,2
Estranho Média 1,2 1,3
Desvio Padrao 0,4 0,7
Células N 12 13 0,683 *
Gigantes de Variacao (min-max) 09-26 0.6-4.0
Langhans Mediana 1,6 1,4
Média 1,6 1,9
Desvio Padrao 0,6 1,1

* valor de p obtido pelo teste U de Mann-Whitney
Fonte: Do autor.
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A quantidade de fungos Paracoccidioides brasiliensis marcados pelo
anticorpo Anti-Pb nos casos classificados como granulomas frouxos variou entre 1,4
e 64, com uma média de nove fungos por caso. Nos granulomas densos, o humero
médio de fungos por caso foi de 5,2; com uma variacdo de 1,3 a 10,3 fungos por
caso (TABELA 3). Em um caso nao foi possivel fazer a contagem de fungos.

Tabela 3 - Distribuicdo da contagem de fungos imunomarcados pelo Anti-Pb de acordo com o tipo
de granuloma

Granulomas

Variavel Categoria/ Frouxo Denso p
Medidas
N 14 11
Fungos Variacao 1,4-64 1,3-10,3
imunomarcados Mediana 3,9 54 0,40
pelo Anti-Pb Média 9,0 5,2
Desvio Padrao 16,15 2,89

* valor de p obtido pelo teste t student / Analise feita com logaritimo natural do valor
Fonte: Do autor.

Quando se levou em conta apenas os fungos Paracoccidioides brasiliensis
marcados pelo anticorpo Anti-Pb que estavam localizados no interior das células
gigantes multinucleadas, observou-se que nos casos classificados como granulomas
frouxos o numero de fungos era maior (3,41) que o observado nos casos
classificados como granulomas densos (1,89), como descrito na Tabela 4. A

contagem de fungos nao pode ser realizada em um caso.

Tabela 4 - Distribuicdo da contagem de fungos intracelulares imunomarcados pelo Anti-Pb de
acordo com o tipo de granuloma

Granulomas

Variavel Categoria/ Frouxo Denso p
Medidas
Fungos N 14 11
imunomarcados Variagao 0,2-25/4 0,6-35
pelo Anti-Pb Mediana 1,7 1,8 0,47
intracelular Média 3,41 1,89
Desvio Padrao 6,4 1,05

* valor de p obtido pelo teste t student
Fonte: Do autor.
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As células gigantes multinucleadas presentes nos casos classificados como
granulomas frouxos apresentavam um tamanho médio de 1671,58 micrometros
quadrados (um?) e, nos granulomas densos, de 1781,38 um?. Comparando-se
apenas as células gigantes de corpo estranho, notou-se que as de tamanho médio
maior estavam presentes nos granulomas densos. Ja em relagéo as células gigantes
de Langhans, observou-se que nos granulomas frouxos houve uma maior variacao

no tamanho (966,75-2608,98 um?), entretanto o tamanho médio foi ligeiramente

inferior ao encontrado nos granulomas densos (TABELA 5 e FIGURAS 2 e 3).

Tabela 5 — Dados citomorfométricos de &rea celular das células gigantes multinucleadas presentes
nos casos de paracoccidioidomicose

Variavel Categoria Granuloma Granuloma
Frouxo Denso
Area das N 14 12
Células Gigantes Variacdo (min-max) 1025,23-2614,55 831,88 - 3933,47
Totais Média (um?) 1671,58 1781,38
Mediana (um?) 1335,77 1443,02
Area das N 14 12
Células Gigantes Variacdo (min-max) 884,37 —3701,37 1015,14 -6087,73
de Corpo Média (um?) 2063,83 2460,35
Estranho Mediana (um?) 1584,46 1965,43
Area das N 14 12
Células Gigantes Variacao (min-max) 965,75 -2608,98 786,35 - 1915,82
de Langhans Média (um?) 1428,04 1432,04
Mediana (um?) 1315,20 1236,90

* valor de p obtido pelo teste t student

Fonte: Do autor.
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No que diz respeito ao perimetro das células gigantes multinucleadas, nos
granulomas frouxos o perimetro médio foi de 181,45 um e, nos granulomas densos,
de 183,86 um. O perimetro médio das células gigantes de corpo estranho era maior
nos granulomas densos (222,88 pum) e bem semelhante nos dois tipos de
granulomas, quando se levou em conta apenas as células gigantes de Langhans
(TABELA 6 e FIGURAS 2 e 3).

Tabela 6 — Dados citomorfométricos de perimetro celular das células gigantes multinucleadas
presentes nos casos de paracoccidioidomicose

Variavel Categoria Granuloma Granuloma
Frouxo Denso
Perimetro N 14 12
Células Gigantes Variacdo (min-max) 135,04 — 258,26 119,44 — 255,68
Totais Média (um) 181,45 183,86
Mediana (um) 166,32 179,62
Perimetro N 14 12
Células Gigantes de Variacdo (min-max) 115,29 -272,08 136,45 - 379,26
Corpo Estranho Média (um) 193,95 222,88
Mediana (um) 169,55 199,23
Perimetro N 14 12
Células Gigantes de Variacdo (min-max) 137,38 —206,52 114,80 — 220,32
Langhans Média (um) 169,42 166,52
Mediana (um) 165,45 159,65

* valor de p obtido pelo teste t student
Fonte: Do autor.



Fonte:

Imagem microscopica de um caso classificado como granuloma frouxo

Figura3 - Imagem microscépica de um caso classificado
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apresentando indmeras células gigantes multinucleadas dos tipos
Langhans e corpo estranho (Coloracéo: H.E.)
Do autor.

. 3 fy : ) dacd 1
como granuloma denso
apresentando apenas duas células gigantes multinucleadas dos tipos
Langhans e corpo estranho. A do tipo corpo estranho apresenta-se com
uma &rea maior que a de Langhans (Coloracédo: H.E.)

Do autor.
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O numero de células gigantes multinucleadas imunomarcadas pelo CD163
encontrado nos casos classificados como granulomas frouxos variou de 0,8 a 5,4;
com uma meédia de 2,25 por caso. Nos casos classificados como granulomas
densos, houve uma variacdo menor (0,3-4,3) assim como um numero menor de
células gigantes imunomarcadas pelo CD163 (TABELA 7 e FIGURAS 4 e 5).

Tabela 7 - Distribuicdo da contagem de células gigantes multinucleadas imunomarcadas pelo
CD163 de acordo com o tipo de granuloma

Granulomas

Variavel Categoria / Medidas Frouxo Denso p
Células N 14 12
Gigantes Variacdo (min-max) 0,8-54 0,3-4,3
CD163+ Mediana 2,05 1,45 0,42
Média 2,25 2,15
Desvio Padrao 1,19 1,47

* valor de p obtido pelo teste t student
Fonte: Do autor.



Figura 4 -

Fonte:

Padrdo de marcacdo do anticorpo CD163 de um caso classificado
como granuloma frouxo apresentando inGmeras células gigantes
multinucleadas dos tipos Langhans e corpo estranho (Coloracdo: Anti
CD163)
Do autor.

(P
7, L

- - FaS 9’ o
anticorpo CD163 de
como granuloma denso. Destaca-se o nimero menor de células
gigantes multinucleadas imunomarcadas (Coloracdo: Anti CD163)

Do autor.
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um caso classificado
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Quando se comparou 0 numero total de células gigantes multinucleadas com
0 numero de células gigantes multinucleadas imunomarcadas pelo CD163 presentes
nos dois tipos de granulomas, frouxo e denso, verificou-se que nos granulomas
densos o numero médio de células gigantes foi de 3,38; enquanto que havia apenas
2,15 células imunomarcadas pelo CD163. Nos casos classificados como granulomas
frouxos, observou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre a média de
células gigantes (2,62) e a de células gigantes positivas para CD163. Valores
semelhantes estatisticamente significativos também foram encontrados quando néo

se levou em conta o tipo de granuloma, conforme demonstrado na Tabela 8.

Tabela 8 - Correlagéo entre células gigantes multinucleadas e células gigantes multinucleadas

imunomarcadas pelo CD163

Variavel Categoria / Medidas CGM CD163 p
Granuloma N 12 12
Denso Variacdo (min-max) 22-55 0,3-4,3
Mediana 3,1 1,45 0,08*
Média 3,38 2,15
Desvio Padrao 1,14 1,47
Granuloma N 14 14
Frouxo Variacdo (min-max) 1,8-4,7 0,8-54
Mediana 2,5 2,05 0,007*
Média 2,62 2,25
Desvio Padrao 0,7 1,19
Total (Denso N 26 26
e Frouxo) Variacdo (min-max) 0,9-4,0 06-34
Mediana 1,7 1,4 0,003*
Média 1,8 1,7
Desvio Padrao 0,8 0,9

* valor de p obtido pelo coeficiente de Spearman adotando-se 5% como nivel de significancia

Fonte: Do autor.
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Na Tabela 9 encontramos a correlacdo entre o numero de fungos
imunomarcados pelo Anti-Pb e o numero de células gigantes multinucleadas
marcadas pelo anticorpo CD163 nos diferentes tipos de granulomas. Embora se
tenha notado um numero médio maior de fungos imunomarcados nos casos de
granulomas frouxos (9,0) contra 5,2 nos granulomas densos, estes valores nao
foram estatisticamente significativos. Quanto ao niumero de células gigantes CD163

positivas, 0 numero médio foi bem semelhante nos dois tipos de granulomas.

Tabela 9 - Correlagéo entre o numero de fungos imunomarcados pelo Anti-Pb e células gigantes
multinucleadas imunomarcadas pelo CD163

Variavel Categoria / Medidas Anti-PB CD163 p
Granuloma N 11 11
Denso Variacdo (min-max) 1,3-10,3 0,9-4,3
Mediana 54 15 0,14*
Média 52 2,32
Desvio Padrao 2,89 1,41
Granuloma N 14 14
Frouxo Variacdo (min-max) 1,4-64 0,8-54
Mediana 3,9 2,05 0,94*
Média 9,0 2,25
Desvio Padrao 16,15 1,19
Total (Denso N 25 25
e Frouxo) Variacdo (min-max) 1,3-64 0,8-54
Mediana 4.7 2 0,14*
Média 7,35 2,28
Desvio Padrao 12,18 1,27

* valor de p obtido pelo coeficiente de Spearman adotando-se 5% como nivel de significancia
Fonte: Do autor.
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O numero médio de fungos no interior das células gigantes multinucleadas foi
mais elevado nos casos classificados como granulomas frouxos (3,41). Por outro
lado, o numero médio de células gigantes multinucleadas imunomarcadas pelo
CD163 foi maior nos casos de granulomas densos. Vale ressaltar que ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre estas varidveis (TABELA 10 e
FIGURAS 6 e 7).

Tabela 10 - Correlacdo entre o nimero de fungos intracelulares imunomarcados pelo Anti-Pb e
células gigantes multinucleadas imunomarcadas pelo CD163

Variavel Categoria/ Medidas  Anti-Pb IC CD163 P
Granuloma N 11 11
Denso Variacdo (min-max) 0,6-35 09-4.3
Mediana 1,8 15 0,16*
Média 1,89 2,32
Desvio Padrao 1,05 1,41
Granuloma N 14 14
Frouxo Variacdo (min-max) 0,2-25/4 0,8-54
Mediana 1,7 2,05 0,93*
Média 3,41 2,25
Desvio Padrao 6,41 1,19
Total (Denso N 25 25
e Frouxo) Variacdo (min-max) 0,2-25/4 0,8-54
Mediana 1,7 2 0,21*
Média 2,74 2,28
Desvio Padrao 4,83 1,27

* valor de p obtido pelo coeficiente de Spearman adotando-se 5% como nivel de significancia

Fonte: Do autor.
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Fotomicrografia de um caso classificado como granuloma frouxo.
Destaca-se o nimero elevado de estruturas compativeis com o fungo
Paracoccidioides brasiliensis coradas pelo Anti-Pb (Coloracéo: Anti-Pb)
Fonte: Do autor.
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Figura 6 -

Figura 7 - Fotomicrografia de um caso classificado como granuloma denso.
Observa-se que a maioria dos fungos corados pelo Anti-Pb localiza-se
no interior das células gigantes multinucleadas de Langhans
(Coloracéo: Anti-Pb)

Fonte: Do autor.
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Quando se comparou o numero de fungos localizados no interior das células
gigantes multinucleadas com o numero de células gigantes multinucleadas
presentes nos dois tipos de granulomas, o numero médio de fungos observado nos
granulomas frouxos foi maior que o observado nos granulomas densos. J4, em
relagdo ao numero de células gigantes multinucleadas, o numero mais elevado foi

observado nos granulomas densos (TABELA 11).

Tabela 11 - Correlacéo entre o nimero de fungos intracelulares imunomarcados pelo Anti-Pb e o
namero de células gigantes multinucleadas

Variavel Categoria / Medidas Anti-Pb IC CGM p
Granuloma N 11 11
Denso Variagdo (min-max) 0,6-35 22-55
Mediana 1,8 3 0,02*
Média 1,89 3,38
Desvio Padréo 1,05 1,2
Granuloma N 14 14
Frouxo Variacdo (min-max) 0,2-25,4 1,8-4,7
Mediana 1,7 2,5 0,24*
Média 3,41 2,62
Desvio Padréo 6,41 0,71
Total (Denso N 25 25
e Frouxo) Variagdo (min-max) 0,2-25/4 1,8-5,5
Mediana 1,7 2,7 0,04*
Média 2,74 2,95
Desvio Padréo 4,83 1,01

* valor de p obtido pelo coeficiente de Spearman adotando-se 5% como nivel de significancia

Fonte: Do autor.
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Na Tabela 12 podemos notar que tanto o numero médio de fungos presentes
no interior das células gigantes multinucleadas quanto o nimero médio total de
fungos imunomarcados pelo Anti-Pb foram estatisticamente significativos mais

elevados nos granulomas frouxos.

Tabela 12 - Correlagdo entre o numero de fungos intracelulares e o numero total fungos
imunomarcados pelo Anti-Pb

Variavel Categoria/ Medidas  Anti-Pb IC Anti-Pb p
Granuloma N 11 11
Denso Variacao (min-max) 0,6-35 1,3-10,3
Mediana 1,8 54 0,006*
Média 1,89 52
Desvio Padrao 1,05 2,89
Granuloma N 14 14
Frouxo Variacdo (min-max) 0,2-25,4 1,4—-64
Mediana 1,7 3,9 0,002*
Média 3,41 9,0
Desvio Padrao 6,41 16,15
Total (Denso N 25 25
e Frouxo) Variacdo (min-max) 0,2-25,4 1,3-64
Mediana 1,7 4,7 0,0001*
Média 2,74 7,35
Desvio Padrao 4,83 12,18

* valor de p obtido pelo coeficiente de Spearman adotando-se 5% como nivel de significancia
Fonte: Do autor.
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6 DISCUSSAO

A paracoccidioidomicose € uma doenca infecciosa endémica no Brasil
causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis que € trasmitido ao hospedeiro
através da inalacdo. E mais prevalente em individuos do género masculino e
trabalhadores rurais e a incidéncia parece aumentar com o avanco da idade
(MAGALHAES et al., 2014). Ha varias formas clinicas de PCM e a forma crénica
representa aproximadamente 90% dos casos, acometendo preferencialemnte
homens com idades variando entre 30 e 50 anos (SHINKANAI-YASUDA et al., 2006;
FERREIRA, 2009). A PCM crénica caracteriza-se por lesdes granulomatosas que se
desenvolvem em varios tecidos como pulm&es, mucosa oral, pele e linfonodos
(ALMEIDA et al.,, 2003; SILVA et al.,, 2007; GARCIA et al., 2014). A reacgao
granulomatosa é formada por uma organizacao nodular de macréfagos epitelioides e
células gigantes multinucleadas, circundada por um “cinturdo” de linfécitos e
plasmacitos e quantidade variavel de fibrose colagénica (FORTES et al., 2011).

A inflamacdo granulomatosa que se desenvolve na PCM humana é
caracterizada por uma resposta mais especializada e eficaz do hospedeiro numa
tentativa de limitar e eliminar o fungo evitando o seu avanco para outros tecidos
(FORTES et al.,, 2011). A chave da reacdo granulomatosa é a participacao
predominante de fagdécitos mononucleares que podem se diferenciar em células
epitelioides ou células gigantes multinucleadas (KAYE, 2000).

A funcdo exata das células gigantes multinucleares encontradas em
granulomas nao esta clara. Algumas moléculas comumente encontradas em células
gigantes do tipo corpo estranho e em osteoclastos sugerem que as CGMs
apresentam uma capacidade de degradacdo aumentada (HELMING; GORDON,
2009). Por outro lado, CGMs produzidas apdés serem estimuladas por
Mycobacterium tuberculosis perdem a capacidade de realizar fagocitose (LAY et al.,
2007), mas desencadeiam um aumento da secrecdo de quimiocinas, tais como
CXCL8, que contribui para o recrutamento de células inflamatoérias para o local da
infeccdo (ZHU; FRIEDLAND, 2006). Desta forma, as CGMs parecem desempenhar
um papel essencial na resposta do hospedeiro contra patégenos, particularmente o

Paracoccdioides brasiliensis.
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Na PCM, a infeccdo pode apresentar ambas as variantes das CGMs
(FORTES et al., 2011, PEDREIRA et al., 2014), como observado em nosso estudo.
As células gigantes de corpo estranho e as CGMs totais foram mais numerosas em
granulomas densos do que nos frouxos (p<0,03). Estes dados corroboram com o
fato de que as células gigantes sao essenciais para a formacdo de granulomas
(QUINN; SCHEPETKIN, 2009), e contribuem para o agregado bem organizado de
células observadas nos granulomas densos. As células gigantes de corpo estranho
sdo as ceélulas gigantes predominantes formadas quando os mondcitos periféricos
do sangue humano séo estimulados com os antigenos do Pb (NASCIMENTO et al.,
2011).

A formacdo da CGM de corpo estranho € induzida pela interleucina 4 (IL-4),
pela interleucina 13 (IL-13) ou por uma combinacdo de IL-4 e fator de estimulag&o
de colbnias de granulécitos-macrofagos (GM-CSF) presentes no microambiente
(QUINN; SCHEPETKIN, 2009; HELMING; GORDON, 2007; BRODBECK;
ANDERSON, 2009). A IL-4 e a IL-13 promovem a ativacdo de células M2 ou
macrofagos alternativamente ativados (MANTOVANI et al., 2004), que produzem
citocinas anti-inflamatérias, tais como a interleucina 10 (IL-10) e o fator de
crescimento transformante beta (TGF-B) (VARIN; GORDON, 2009; MOSSER;
EDWARDS, 2008). Além disso, elas sdo essenciais para a reacdo inflamatoria
tardia, eliminando detritos, estimulando a angiogénese e a reparacdo dos tecidos
(GORDON; MARTINEZ, 2010; HEUSINKVELD; VAN DER BURG, 2011). Portanto,
as células gigantes de corpo estranho se desenvolvem a partir da fusdo de
macrofagos M2-polarizados (QUINN; SCHEPETKIN, 2009). Estes macrofagos séo
identificados pelo imunomarcador CD163 (WANG; LIANG; ZEN, 2014) e
representam a principal resposta imunoldgica contra a PCM (CARLI et al., 2016). As
CGMs imunomarcadas pelo CD163 estavam presentes em todos os casos incluidos
em nosso estudo, mostrando uma correlagdo linear positiva significativa com a
contagem total de CGMs. Estes dados revelaram que as CGMs marcadas pelo
CD163 sao as células gigantes predominantes na PCM crénica oral, de acordo com
0S nossos resultados (CARLI et al., 2016).

Por outro lado, a formacédo das CGMs do tipo Langhans ocorrem atraves da
presenca de interferon gama (IFN-y) e interleucina 3 (IL-3) no microambiente,
resultante da fusdo de macrofagos polarizados ativados M1 ou classicamente
ativados (QUINN, SCHEPETKIN, 2009; ANDERSON, 2000). Estes macréfagos
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secretam uma quantidade abundante de citocinas pré-inflamatérias (fator de necrose
tumoral-alfa TNF-a, interleucina 12 e interleucina 23) e erradicam agentes
patégenos intracelulares, sendo as células efetoras da resposta imune do tipo Thl
(FAIRWEATHER; CIHAKOVA, 2009), que estao associadas com a resisténcia ao
avanco da PCM (KASHINO et al., 2000). No entanto, os agentes infecciosos
persistentes podem estimular uma mudanca de fenétipo M1 para M2 a medida que
essa reacao inflamatéria evolui de aguda para cronica (FAIRWEATHER;
CIHAKOVA, 2009). Desta forma, os macréfagos M2 provavelmente estdo envolvidos
na formacdo de células gigantes Langhans durante infec¢cdes cronicas (QUINN;
SCHEPETKIN, 2009). Nossos resultados mostraram que ambos os tipos de CGMs,
de Langhans ou corpo estranho, apresentaram-se positivos para CD163. O equilibrio
de citocinas liberadas no microambiente pode decidir quais os tipos de CGM sao
formados na reacdo granulomatosa (OKAMOTO; MIZUNO; HORIO, 2003).

As CGMs apresentam uma capacidade de gerar espécies reativas de
oxigénio (LAY et al., 2007), que desempenham um papel fundamental na defesa
contra patdgenos (QUINN; SCHEPETKIN, 2009). Entretanto, nossos resultados néo
mostraram nenhuma correlacdo entre as CGMs imunomarcadas pelo CD163 e o
namero de fungos imunomarcados pelo anticorpo Anti-Pb sugerindo que estas
células ndo podem matar os fungos. De fato, as culturas de CGMs tratadas com IL-
10, TGF-Bou TNF-a (citocinas liberadas principalmente por macréfagos M2)
mostram baixa atividade fungicida contra o Pb em comparagdo com culturas
tratadas com IFN-y ou GM-CSF (NASCIMENTO et al., 2011). Por outro lado, a
correlacdo linear positiva entre a quantidade total de Pb e a quantidade de Pb
intracelular sugere que as CGMs realizam fagocitose dos fungos. Estes resultados
nao estdo de acordo com Lay et al. (2007), que relataram uma diminuicdo da
expressao de receptores de fagocitose nas CGMs estimuladas com M. tuberculosis
reduzindo a absorcéo fagocitica bacteriana. Além disso, macrofagos M2 também
mostraram a absorcdo reduzida fagocitica de Neisseria meningitidis e Escherichia
coli, bem como de outras particulas, tais como zimosan, quando elas séo
estimuladas com IL-4 (VARIN et al.,, 2010). Nao se pode ignorar que as CGMs
apresentam heterogeneidade relacionada com os estimulos indutores e/ou a doenca
ou microambiente (HELMING; GORDON, 2009), o que poderia explicar a diferente

funcao fagocitaria das CGM estimuladas com Pb e outros microorganismos.



45

Assim, CGMs do tipo Langhans e corpo estranho nas lesfes orais cronicas da
PCM apresentam fenotipo CD163 positivas, podendo influenciar a resposta do

hospedeiro contra o fungo e promover a manutencao da infecgao.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados, pode-se concluir que as lesdes bucais da

Paracoccidioidomicose se caracterizam microscopicamente por:

a) um numero mais elevado de células gigantes multinucleadas nos casos
classificados como granulomas densos e que, em sua maioria, sdo do tipo corpo
estranho;

b) um ndmero maior de células gigantes nos casos em que havia maior
qguantidade de fungos Paracoccidioides brasiliensis;

c) células gigantes de maior area e perimetro presentes nos casos de
granulomas densos;

d) um nimero médio de células gigantes multinucleadas CD163 positivas
semelhante nos dois tipos de granulomas;

e) uma correlacdo positiva entre o niumero médio de fungos imunomarcados
pelo Anti-Pb presentes no interior das células gigantes multinucleadas e o nimero

destas células gigantes.
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