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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma infec¢do causada pelos fungos do género
Paracoccidioides. A forma crbnica € a mais comum e acomete principalmente os
pulmdes, mas pode se disseminar para outros 6rgaos produzindo lesdes secundarias.
Constitui-se uma doenca de saude publica com alto impacto econdémico por
comprometer a saude dos trabalhadores durante sua fase produtiva, podendo chegar
ao ponto de causar a sua morte. Essa doenca é marcada por uma forte predilecéo
pelo género masculino e essa diferenga ocorre em virtude do 173-estradiol exercer
um efeito inibidor na transformacéo da forma de micélio em levedura. Os objetivos
deste estudo foram avaliar a existéncia de receptores de estrogeno alfa (ER1) e
receptores de progesterona (PR) em lesGes orais da PCM crdnica e procurar
correlacionar com a quantidade de fungos e com o0 CD163 em homens e mulheres.
Foram utilizados 32 fragmentos de biopsias da mucosa bucal de pacientes
diagnosticados com a PCM, obtidos do Laboratorio de Anatomopatologia da Unifal-
MG e que foram submetidos a analise imuno-histoquimica pelos marcadores ER1,
PR, Anti-Pb e CD163. Os resultados obtidos foram tabulados e realizou-se a anélise
estatistica com os testes ndo paramétricos do coeficiente de correlacado de Spearman
e o Teste de Mann-Whitney, com um nivel de significancia de 5%. O ERL1 foi expresso
apenas em mulheres e, quando foi correlacionado com a quantidade de fungos,
apresentou uma correlacédo positiva significativa (r= 0,6844, p= 0,0034). O PR foi
expresso em ambos 0s géneros, porém nao apresentou correlacdo com a quantidade
de fungo (p= 0,8343). A quantidade de fungos e a expressao do CD163 entre 0s
géneros ndo se mostraram significativas (respectivamente, p= 0,8802 e p= 0,9699).
Os resultados indicaram que o ER1 pode ser mais expresso em mulheres e que a
expressao deste hormdnio esta correlacionada positivamente com a quantidade de
fungos. O PR foi expresso em ambos os géneros e ndo mostrou nenhuma correlagcéo
com o ER1 e a quantidade de fungos. O CD163 n&o apresentou correlagdo com

nenhum dos imunomarcadores.

Palavras-chave: Paracoccidoidomicose. Estrégeno. Progesterona. Macréfagos.

Imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is an infection caused by fungi of the genus
Paracoccidioides. The chronic form is the most common and affects mainly the lungs,
but can spread to other organs producing secondary lesions. It constitutes a public
health disease with high economic impact by compromising the health of workers
during their most productive lifespan, and may even lead to their death. PCM is marked
by a strong predilection for males and this difference occurs as a result of the 17 3-
estradiol inhibitory effect on mycelium turns into the pathogenic form of the yeast. The
objectives of the present study were to evaluate the immunostaining of estrogen
receptors alpha (ER1) and progesterone receptor (PR) in oral lesions of chronic PCM
and correlate with the amount of fungi and CD163 expression in men and women.
Third-two fragments of oral mucous membrane biopsy of patients diagnosed with PCM
were included in the study. The specimens were obtained from the Laboratory of Oral
Pathology of Unifal-MG and were subjected to immunohistochemical analysis by
markers ER1, PR, Pb and CD163. The results were tabulated and the statistical
analysis was performed using the nonparametric tests Spearman correlation
coefficient and the Mann-Whitney Test, with a significance level of 5%. The ER1 was
found only in women. A significant positive correlation was observed between estrogen
and amount of fungi (r = 0.6844, p = 0.0034). Regarding PR was expressed in both
genders, but showed no correlation with the amount the fungi (p = 0.8343). Moreover,
there was no difference between genders considering oral fungal cell number and
CD163 immunostaining (p = 0.8802 and p = 0.9699, respectively). The results
indicated that the ER1 may be more expressed in women and that the expression of
this hormone is positively correlated with the amount of fungi. The PR was expressed
in both genders and showed no correlation with the ER1 and the amount of fungi. The

CD163 showed no correlation with any of the immunomarkers.

Keywords: Paracoccidioidomycosis. Estrogens. Progesterone. Macrophages.

Immunohistochemical.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica profunda, endémica
na Ameérica Latina e causada pelos fungos dimérficos do género Paracoccidioides
(RESTREPO et al., 2011; SHANKAR et al., 2011). E uma doenca restrita aos paises
latino-americanos, sendo que 80% do total de casos registrados sdo no Brasil
(SHANKAR et al., 2011; SIFUENTES-OSORNIO; CORZO-LEON; PONCE-DE-LEON,
2012). A infeccao ocorre pela inalacdo de propagulos de conidios ou fragmentos de
micélios e acomete principalmente trabalhadores rurais que cultivam o solo
(BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993).

A doenca pode se manifestar principalmente sob as formas aguda e cronica
(SHIKANAY-YASUDA et al., 2006). A forma aguda acomete mais individuos jovens e
com distribuicdo igual entre os géneros (SHANKAR et al., 2011). J4 a forma crbnica
acomete individuos entre 30 e 60 anos, representa mais de 90% dos casos e acomete
preferencialmente homens numa razéo de 11:1 (RESTREPO et al., 2011; SHANKAR
et al., 2011). A infecc@o primaria ocorre nos pulmdes, mas se houver a disseminacao
dos fungos, outros érgaos e tecidos poderao desenvolver lesées secundarias, dentre
eles a mucosa bucal (ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003; SHIKANAY-
YASUDA et al., 2006).

A ampla predilecdo da PCM crbonica para o género masculino é atribuida,
dentre outros fatores, a presenca dos horménios femininos que impedem a
transformacao da forma de micélio em levedura (SHANKAR et al., 2011). Estudos in
vitro e in vivo demonstraram que o hormonio Estradiol (E2) possui um efeito inibitério
na transicdo morfolégica Micélio-Levedura (M-L), indicando que os hormdnios
femininos exercem uma influéncia direta sobre o desenvolvimento da doenca
(RESTREPO et al., 1984; SALAZAR; RESTREPO; STEVENS, 1988). A descoberta
da existéncia de um receptor para o estrogeno no citosol do micélio foi um achado
muito importante, pois permitiu compreender como ele atua promovendo a inibi¢do do
dimorfismo e conferindo maior protecdo as mulheres (LOOSE et al., 1983).

Alguns 6rgéos e tecidos do corpo humano, como por exemplo as glandulas
mamarias e a vagina, apresentam receptores para o estrégeno e sofrem influéncia
direta dos seus efeitos, sendo chamados de “6rgaos-alvos” ou “tecidos-alvos”. No
entanto, diversos outros tecidos também demonstraram apresentar receptores de

estrogenos, como musculo cardiaco, masculo liso, pulméo e figado (ENMARK et al.,
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1997; FAIRWEATHER; FRISANCHO-KISS; ROSE, 2008; LUKITIS et al.,, 2007).
Alguns estudos indicaram que os receptores de estrogeno (ER) também estédo
presentes na mucosa bucal e em glandulas salivares, e que eles estdo presentes em
um numero maior do que se pensava anteriormente (LEIMOLA-VIRTANEN et al.,
2000; VALIMAA et al., 2004).

A presenga destes receptores em tecidos “ndo-alvos” é importante e pode
ajudar a compreender como os horménios esteroides femininos podem exercer
influéncia sobre estes tecidos oferecendo maior protecdo ou predispondo ao
aparecimento de algumas doencas, como tem sido visto em doencas tropicais
infecciosas como a amebiase, a PCM e a leishmaniose (BERNIN; LOTTER, 2014);
doenca periodontal (WANG; MCCAULEY, 2016); e também em doencas autoimunes,
como a artrite reumatoide e o lupus eritematoso (FAIRWEATHER; CIHAKOVA, 2009;
STRAUB, 2007).

Na PCM, o estrogeno atua exercendo um efeito protetor impedindo a transicao
M-L, porém a instalacdo e o desenvolvimento da doenca no hospedeiro estédo
diretamente relacionados a integridade do sistema imunolégico e a capacidade deste
em eliminar o fungo (WANKE; AIDE, 2009). Um padrdo de resposta imune celular T
helper 1 (Thl) leva a uma produc¢éo de citocinas pro-inflamatoérias que promovem a
ativagcdo de macréfagos M1 pela “via classica”, além de ativar linfécitos T auxiliares (T
CD4+) e T citotéxicos (T CD8+), resultando em granulomas densos, poucos fungos e
infeccdo benigna localizada (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Ja o padrédo de resposta imune T helper 2 (Th2), € marcado pela ativacéo de
macréfagos M2 pela “via alternativa”, presenca de citocinas anti-inflamatorias, baixa
producdo de células T e altos titulos de anticorpos, sendo incapazes de conter a
propagacdo da infeccdo (RESTREPO et al., 2011). Além disso, no momento do
diagnostico da doenga também pode ser notada uma linfopenia que ocorre pela
diminuicdio de T CD4+, levando a uma menor producdo de citocinas e
consequentemente menor resisténcia a infeccdo. Para a PCM, a resposta imune
especifica ou humoral ndo é significativa e desempenha apenas um papel coadjuvante
(ABREU E SILVA et al., 2013).

A resposta inflamatoria contra os fungos se dara através da formacdo de um
granuloma formado por grandes quantidades de macréfagos, células dendriticas e
linfécitos, e que constitui uma resposta imune especifica para tentar impedir a

disseminacdo dos patdgenos (BRITO; FRANCO, 1994). A sua formacdo esta
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condicionada a resposta imunologica do hospedeiro, sendo classificados em densos
ou frouxos, e que poderdo conferir respectivamente maior ou menor resisténcia
(ABREU E SILVA et al., 2013).

Os macroéfagos sao as principais células que irdo atuar na PCM e expressam
em sua superficie uma superfamilia de receptores scavenger, dentre eles o CD163
(FABRIEK; DIJKSTRA; VAN DEN BERG, 2005; VAN DEN HEUVEL et al., 1999). O
CD163 é um receptor expresso em altos niveis pelos M2 e serve para a diferenciacao
entre M1 e M2 (HEUSINKVELD; VAN DER BURG, 2011). Os M2 podem ser
identificados pelo anticorpo CD163 através de andlise imuno-histoquimica (CARLI et
al., 2016).

O sistema imune também possui uma estreita relacdo com o sistema
reprodutor, especialmente em fémeas, onde o0s hormo6nios sexuais atuam
promovendo diversos efeitos, entre eles o estimulo a producéo de anticorpos de vérias
classes (GROSSMAN, 1984). Mulheres também apresentam melhor resposta
inflamatoria frente as infeccbes, porém estdo mais sujeitas a terem doencas
autoimunes (SALEM, 2004; STRAUB, 2007).

O estrégeno (E2) tem sido associado com a supressao de citocinas proé-
inflamatoérias e estimulacdo de citocinas anti-inflamatérias (STRAUB, 2007). Esse
efeito imunomodulador sobre as citocinas esta correlacionado com a polarizacédo das
respostas Thl e Th2 dos macréfagos (FAIRWEATHER; CIHAKOVA, 2009). Este
padrdo de resposta imune esta diretamente relacionado com a apresentacao clinica
da PCM, onde pacientes com resposta imune Th2 tem sido relacionada a casos mais
graves, e Thl com a doenca mais localizada (PARISE-FORTES et al., 2011;
RESTREPO et al., 2011; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Recentemente, estudos em camundongos também tém sido realizados para
tentar ajudar a compreender melhor a diferenca no padréo de resposta entre machos
e fémeas. Os resultados tém demonstrado claramente que o ambiente hormonal
interfere na resposta imune, principalmente através das observacdes em animais
castrados (ARISTZABAL et al., 2002; PINZAN et al., 2010).

Sendo assim, essa complexa interacdo entre o sistema imune e os hormoénios
esteroides pode ajudar a entender as diferentes respostas imunes de homens e de
mulheres, e auxiliar a explicar a grande diferenca de casos de PCM entre os géneros
(SHANKAR et al., 2011).
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisdo de literatura sera dividida em tépicos e abordara os seguintes
assuntos: paracoccidioidomicose, acdo do estrégeno e da progesterona sobre o0s

tecidos, aspectos imunolégicos e acdo dos hormdnios sobre a resposta imunoldgica.

2.1 Paracoccidioidomicose

A PCM foi inicialmente descrita em 1908 por Adolfo Lutz que, na ocasido,
observou a presenca de lesbes bucais e linfadenopatia cervical em dois pacientes,
denominando como “Doenca de Lutz’. Em 1912, Afonso Splendore realizou a
caracterizacdo morfoldgica e biolégica do patdgeno e sugeriu 0 nome Zymonema
brasiliensis para os fungos. Somente em 1930, Floriano de Almeida propés o nome
de Paracoccidioides brasiliensis. O nome blastomicose sul-americana foi usado por
muito tempo, mas foi retirado apds descobertas de algumas areas da América Central
e do México também apresentarem a doenca, e assim, apenas em 1971 que a
Organizacdo Mundial de Saude reconheceu definitivamente com o nome de
paracoccidioidomicose (ABREU E SILVA et al., 2013; ALMEIDA; JORGE-JUNIOR;
SCULLY, 2003; RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).

A doenca ¢é causada pelos fungos termodimorficos do género
Paracoccidioides (ARANTES et al.,, 2016). Por muitos anos acreditou-se que 0
Paracoccidioides brasiliensis (Pb) era a Unica espécie deste género, entretanto,
analises moleculares identificaram que o Pb ndo € uma espécie Unica, mas um
complexo de quatro espécies filogenéticas (S1, PS2, PS3 e PS4) com diferentes
tracos evolutivos e distribuicdo geografica (COLOMBO et al., 2011). Recentemente,
outras analises foram realizadas com o objetivo de estabelecer relacdes filogenéticas
do Pb, porém revelaram a existéncia de uma nova espécie, a PB01, que recebeu o
nome de Paracoccidioides lutzii (Pl) (SHANKAR et al., 2011). Desta forma, atualmente
tanto o Pb (e suas subespécies) quanto o Pl podem causar a PCM (ARANTES et al.,
2016).

Esses fungos estéo presentes na América Latina, sendo encontrados desde
o norte do México até o sul da Argentina (ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003;
SHANKAR et al.,, 2011; SILVA et al., 2007). A infeccdo € restrita ao continente

americano e as espécies apresentam diferentes distribuicbes globais. Para o
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complexo Pb, o subtipo S1 ja foi isolado no Brasil, Argentina, Paraguai, Peru e
Venezuela; o PS2 no Brasil e Venezuela e o PS3 € encontrado apenas na Colédmbia
(ARANTES et al., 2016; SIFUENTES-OSORNIO; CORZO-LEON; PONCE-DE-LEON,
2012). Ja a espécie PI, foi registrada apenas no Brasil, em todos os estados do Centro-
Oeste, Rondbnia, Para e casos isolados no Espirito Santo, S8o Paulo e Parana
(ARANTES et al., 2016).

O Brasil € o pais mais afetado com mais de 80% dos casos registrados,
seguido por Colébmbia, Venezuela, Equador e Argentina (SHANKAR et al., 2011).
Existem trés areas de endemicidade, sendo uma grande area que compreende todos
estados do Sudeste, Centro-Oeste (principalmente Goias e Mato Grosso do Sul) e Sul
(desde o Parana até o norte do Rio Grande do Sul). Uma segunda area endémica esta
localizada ao longo da fronteira oriental da regido amazodnica, incluindo os Estados do
Para, Maranhao e Tocantins e a terceira area que se tornou mais relevante desde final
dos anos 90 e que abrange a regido amazonica ocidental e principalmente o estado
de Ronddnia (MARTINEZ, 2015).

A endemicidade no territorio brasileiro € justificada pelas condi¢des locais do
solo (Umido, rico em matéria organica e recoberto por vegetacao) e pelo clima tropical
ou subtropical com temperaturas entre 17°C e 24°C. A presenca de verdes chuvosos
e invernos secos também sédo fatores que propiciam um ambiente favoravel para o
crescimento do fungo e sua posterior dispersao através dos ventos (BOCCA et al.,
2013; RESTREPO et al., 2011; SILVA et al., 2007). O nicho ecoldgico do fungo ainda
nao estd completamente esclarecido, mas acredita-se que seja o solo, principalmente
pelo fato dos micélios serem saproéfitas e também porque os seus hospedeiros
silvestres (Dasypus novemcinctus e Cabassous centralis) vivem em intimo contato
com o mesmo (BOCCA et al., 2013).

A ocorréncia de relatos de casos de PCM em locais fora da América Latina,
incluindo Estados Unidos, Japdo e Europa, estdo associados a individuos que
moraram ou visitaram &reas endémicas. Recentemente, tem-se notado um aumento
no namero destes casos e esse aumento tem sido atribuido ao crescimento das
atividades de ecoturismo, viagens internacionais e fendmeno da imigragéo, além do
aumento da populacdo mundial (SIFUENTES-OSORNIO; CORZO-LEON; PONCE-
DE-LEON, 2012).

A PCM acomete principalmente trabalhadores que cultivam o solo

contaminado pelo fungo, como atividades agricolas (café, tabaco e algodao),
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terraplanagem, preparo do solo, praticas de jardinagem e transporte de produtos
vegetais (COLOMBO et al., 2011; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Recentemente, o
desmatamento e a grande expansao da agricultura e pecuaria no estado de Rondénia,
também foram associados com um aumento do numero de casos nesta regido
(MARTINEZ, 2015). Entretanto, novas préticas agricolas como a plantacao de cana-
de-aclcar, podem mudar esse cenario em certas regiées do Brasil, com consequente
diminuicdo da incidéncia, uma vez que, o uso de pesticidas (incluindo antifingicos
derivados dos azois) e a pratica das queimadas, podem combinar para a eliminacao
dos fungos presentes no solo (COLOMBO et al.,, 2011; SIFUENTES-OSORNIO;
CORZO-LEON; PONCE-DE-LEON, 2012).

A PCM representa uma importante causa incapacitante e de morte entre
trabalhadores adultos jovens, com idade variando entre 30 e 60 anos, com predominio
para a quarta década, sendo que este é o periodo de vida mais produtivo (SHANKAR
et al., 2011; WANKE; AIDE, 2009). Individuos com menor nivel socioecondmico,
condicBes higiénicas precérias, maior grau de desnutricdo, além do uso de tabaco e
alcool estdo entre os mais afetados. Esses fatores contribuem para uma maior
debilidade do sistema imunoldgico e favorecem assim a manifestacdo da doenca
(ABREU E SILVA et al.,, 2013; CAMARGO; FRANCO, 2000; MARTINEZ, 2015;
PARISE-FORTES et al., 2011).

Os fungos Pb e Pl sdo dimorficos e se apresentam nas formas de micélios e
leveduras. Os micélios (M) sdo encontrados na natureza a uma temperatura de 25°C,
produzem colbénias de crescimento lento (3-4 semanas) e sédo a forma infectante. As
leveduras (L) sdo parasitarias, estdo presentes nos exsudatos dos tecidos do
hospedeiro e crescem em culturas a 37°C. A diferenciacdo morfoldégica micélio-
conidio-levedura (M-C-L) é vital para a sua patogénese. Micélios e conidios ndo
possuem viruléncia, mas uma vez transformados em leveduras tornam-se patégenos
agressivos (SHANKAR et al., 2011).

A infecc@o ocorre pela inalacdo de conidios (C) ou de propagulos de micélios
que chegam ao epitélio alveolar e, neste local, a uma de temperatura de 37°C,
acionam seu dimorfismo resultando em mudancas na sua parede celular levando a
transformacdo para a forma parasitaria de levedura (SHANKAR et al.,, 2011). Na
maioria das vezes, a infeccdo é adquirida nas primeiras duas décadas de vida, mas
dificilmente apresentam manifestagcdes clinicas terminando por resolverem

espontaneamente. Entretanto, o fungo pode persistir de forma latente e
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potencialmente pode ser reativado numa fase mais tardia, frequentemente entre 30 e
50 anos (SHIKANAY-YASUDA et al., 2006). Apesar de ser a forma parasitaria e
patogénica, a levedura ndo é infecciosa e a transmisséo entre os humanos néo ocorre
(BOCCA et al., 2013; BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993; MARTINEZ,
2015).

A instalacdo e o desenvolvimento da PCM estdo condicionados a presenca
de alguns fatores como: tempo de exposi¢ao, quantidade de inoculos, patogenicidade
e viruléncia do fungo; e fatores genéticos, nutricionais e imunes do hospedeiro no
momento da infec¢cdo ou quando da reativacéo de focos latentes (ABREU E SILVA et
al., 2013; WANKE; AIDE, 2009). Outras condi¢6es predisponentes sdo o alcoolismo e
a nicotina; o primeiro por estar associado a desnutricAo e imunossupressao, € o
segundo por promover um desequilibrio na relacdo Th1/Th2, favorecendo a infeccéo
pelo patdégeno (ABREU E SILVA et al.,, 2013). Finalmente, um fator de grande
importancia é a presenca do hormdnio 17-beta-estradiol, que atua na modulacdo da
expressao de genes que irdo regular o dimorfismo fungico durante a transicdo de M-
L (SHANKAR et al.,, 2011). Se este hormbénio estiver em niveis adequados no
momento da infec¢do, os propagulos infecciosos ndo serdo capazes de se transformar
em levedura no tecido e a progresséo para a doenca nao ird ocorrer (BRUMMER;
CASTANEDA; RESTREPO, 1993).

Poucas horas ap0s os conidios ou fragmentos de micélio chegarem ao epitélio
alveolar, eles passam a adquirir a forma de levedura, com formato ovoides e que se
reproduzem por brotamento ou gemulacdo (SHANKAR et al., 2011). Os fungos
apresentam uma camada birrefringente, sendo que na forma de levedura a camada
externa € formada pela a-1,3-glucana e na forma de micélio pela B-1,3-glucana. A
camada interna da parede celular € espessa e é formada por quitina justaposta a
membrana citoplasmatica (ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003). A
patogenicidade e capacidade de invasdo do fungo parecem estar associadas com a
a-1,3-glucana e com algumas proteases como a Gp-43, que é uma glicoproteina de
43 kDa que apresenta efeitos proteoliticos sobre o colageno, a elastina e a caseina
(PARISE-FORTES et al., 2011) e é o principal antigeno secretado pelo Pb além de
ser 0 mais especifico para o diagnéstico desta infeccdo (RAMOS-E-SILVA; SARAIVA,
2008). O Pl ndo expressa o Gp43 o que pode dificultar o diagnéstico laboratorial
(ARANTES et al., 2016).
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O curso clinico da doenca pode ocorrer sob as formas: infec¢éo subclinica,
aguda (juvenil), crénica (adulta) e residual. A infec¢do subclinica € aquela onde nédo
sdo encontrados nenhum sinal clinico, apesar do teste reativo para a
paracoccidioidina apresentar resultado positivo. Nao sédo observadas diferencas entre
0S géneros, indicando que homens e mulheres estdo igualmente infectados
(RESTREPO et al., 2011).

A forma aguda predomina em criancas e adolescentes, mas eventualmente
pode acometer individuos adultos até os 35 anos de idade e representa menos de
10% dos casos (SHANKAR et al., 2011). E a forma mais severa da doenca,
desenvolve-se dentro de poucas semanas ou meses e manifesta-se principalmente
como hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, lesdes osteoarticulares e tegumentares
e apresenta distribuicdo igual entre os géneros masculino e feminino (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006). Por comprometer o sistema mononuclear fagocitario, pode
levar a significativos niveis de mortalidade (BORGES-WALMSLEY et al., 2002).

A forma crbnica ocorre em mais de 90% dos casos, manifesta-se
principalmente em pacientes do género masculino (razdo 11:1), com idade variando
entre 30 e 60 anos, possui progressao lenta e que pode levar meses a anos para se
manifestar clinicamente (SHANKAR et al., 2011). Afeta inicialmente os pulmdes e
pode levar a uma morbidade significativa devido ao comprometimento da funcao
pulmonar. A infeccao pode ficar restrita aos pulmdes (unifocal) ou se disseminar por
via linfatica ou hematogénica, levando a forma multifocal, onde varios 6rgaos e tecidos
irdo apresentar lesdes secundérias, sendo as mucosas bucal e nasal, pele, linfonodos
e glandulas adrenais, os locais mais comumente acometidos pela infeccdo
(SHIKANAY-YASUDA et al., 2006).

Atualmente, essa micose € considerada multissistémica, independentemente
da presenca ou ndo de sinais/sintomas em um s6 6rgdo (SHANKAR et al., 2011).
Quando o fungo adere e invade as células epiteliais ele deixa de ser reconhecido pelo
sistema imunoldgico, o que pode facilitar sua disseminagdo pelo corpo sem ser
reconhecido (MENDES-GIANNINI et al., 2008).

A forma residual também é reconhecida e representa as sequelas das
infeccdes prévias da forma crénica progressiva da doenca. Essa condicao dificilmente
responde ao tratamento antifingico por causa da intensa fibrose desenvolvida. Dentre

as sequelas incluem: cor pulmonale, incapacidade pulmonar progressiva,
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microstomia, perfuracdo do palato, disfonia, alteracdes fibrosas na laringe e traqueia
(RESTREPO et al., 2011).

As diferentes manifestacfes clinicas, incluindo a assintomatica, resultam de
fatores relacionados ao hospedeiro, tais como idade, género e estado imunoldgico,
bem como caracteristicas do agente infeccioso, especialmente sua viruléncia
(MENDES-GIANNINI et al., 2008, RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008;
UNTERKIRCHER et al., 2004).

Em muitas situacbes, os pacientes com PCM podem apresentar outras
doencas concomitantes, como a tuberculose e a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida, o que pode fazer a taxa de mortalidade elevar por causa de um maior
comprometimento generalizado do sistema imunolégico (LOTH et al., 2011). A
tuberculose € a doenca mais comumente associada, podendo estar presente em até
15% dos casos (MARTINEZ, 2015). Muitas vezes a PCM pode ser confundida com a
tuberculose e tratada como se fosse esta, na auséncia de confirmacdo de teste
microbioldgico. Além disso, também tem sido relatado que, em situacdes onde ambas
condicbes estdo presentes, e 0 paciente estiver fazendo uso de rifampicina e
itraconazol simultaneamente para o tratamento destas enfermidades, que os niveis
sanguineos de itraconazol sdo impressionantemente diminuidos (RESTREPO et al.,
2011).

A PCM tem uma incidéncia surpreendentemente baixa em pacientes
soropositivos para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), provavelmente
explicado pela menor prevaléncia de HIV em areas de zona rural e também pelo uso
extensivo de antifungicos em pacientes infectados pelo virus (ALMEIDA; JORGE-
JUNIOR; SCULLY, 2003). Outras comorbidades infecciosas que podem acontecer
sdo: enteroparasitoses, exacerbacdo infecciosa da doenca pulmonar obstrutiva
cronica, leishmaniose, hanseniase, sifilis, doenca de Chagas e outras micoses.
Comorbidades nao-infecciosas como o Linfoma de Hodgkin ou outros carcinomas
também podem estar presentes (SHIKANAY-YASUDA et al., 2006).

O diagndstico é feito atraves da visualizacdo do fungo em espécimes clinicos
(escarro ou raspados de lesdes cutaneas e mucosas) ou bidpsia tecidual de algum
orgao supostamente acometido. A cultura em agar Sabouraud também pode ser
utilizada, porém necessita de um tempo de crescimento geralmente superior a 30 dias

(WANKE; AIDE, 2009). O exame radiogréafico de térax pode revelar areas radiopacas
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bilaterais e simétricas na zona média dos pulmdes (padrdo de asas de borboleta)
associado com enfisema nas bases pulmonares (ABREU E SILVA et al., 2013).

Os critérios microscopicos para o diagnostico de PCM sao presenca de
hiperplasia pseudoepiteliomatosa; microabscessos intraepiteliais; presenca de reacao
granulomatosa composta por células gigantes multinucleadas (CGMs) e um infiltrado
inflamatério predominantemente mononuclear, além de eosindéfilos e neutrofilos; e,
principalmente, a presenca de estruturas circulares de parede birrefringente,
correspondente ao fungo (SILVA et al., 2007). Brotamentos simples ou multiplos com
a presenca da célula-mae cercada por “brotos” também pode ser encontrada. Estas
estruturas podem ser observadas em cortes histologicos corados pela técnica
hematoxilina-eosina (HE), mas sdo mais facilmente identificadas quando coradas pelo
acido periédico de Schiff (PAS) ou pela técnica de Gomori-Grocott (ALMEIDA;
JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003; RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).

O emprego de técnicas moleculares também tem contribuido muito para um
correto diagnostico, em virtude de sua alta especificidade e sensibilidade,
particularmente quando se utiliza sondas de &acido desoxirribonucleico (DNA). Estas
técnicas incluem a identificacdo molecular dos fungos através da imuno-histoquimica
e da amplificagdo do DNA ribossomal pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
(ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY, 2003).

A sorologia € importante no auxilio do diagnostico e também no
monitoramento do paciente durante o tratamento antimicético (WANKE; AIDE, 2009).
O uso de exoantigenos produzidos por diferentes cepas dos géneros Paracoccidioides
ja estédo sendo utilizados para aumentar a especificidade dos testes sorolégicos, mas
ainda necessitam ser melhorados (BOCCA et al., 2013). A imunodifusdo dupla e a
contraimunoeletroforese sédo boas alternativas. Ja o ensaio de imunoabsorcdo
enzimatico (ELISA) ndo deve ser utilizado por causa de sua baixa especificidade,
necessitar de uma cuidadosa padronizacao e ter uma interpretacdo de resultados
mais dificil (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Por causa do Pl ndo expressar a Gp43,
a sorologia em muitos casos nao é positiva, apesar do paciente estar infectado com o
Pb (ARANTES et al., 2016).

Os testes intradérmicos séo utilizados para mapear e quantificar a relevancia
da PCM em certas areas endémicas e ndo devem ser usados para diagnostico da
doenca. Pacientes que ja tiveram contato com o fungo em algum momento podem

apresentar reacdo intradérmica positiva a paracoccidioidina ou a Gp43. A
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porcentagem de individuos infectados pode variar de 0,9-82%, dependendo da
localizacdo geogréfica e da populacdo envolvida (COLOMBO et al., 2011). Para
trabalhadores rurais de areas endémicas, populacdo com maior risco de contrair a
infeccdo, essa taxa pode variar de 50-75% (NUCCI; COLOMBO; QUEIROZ-TELLES,
2009). Magalhées et al. (2014) realizaram um estudo em 542 habitantes da zona rural
no municipio de Alfenas — MG e encontraram uma positividade para a paracocidioidina
de 46,67%, sendo que 56,30% eram do género masculino.

A PCM crénica possui ampla predilecéo para o género masculino (11:1), como
foi demonstrado por diversos estudos epidemiolégicos (SHANKAR et al., 2011). Essa
diferenca é explicada pela presenca dos horménios femininos que impedem a
transformacao da forma de micélio em levedura, quando o fungo entra em contato
com o hospedeiro (RESTREPO et al., 1984). O fato de homens e mulheres estarem
igualmente expostos ao fungo, porém diferentemente afetados pela doenca; e a
prevaléncia da doenca clinica em pré-puberes ou mulheres pés-menopausicas ser
igual a encontrada em homens, demonstra claramente o efeito protetor dos hormonios
(SHANKAR et al., 2011).

O acometimento primario se da nos pulmdes, mas o fungo pode se disseminar
para varios 6rgaos, entre eles a mucosa bucal (MENDES-GIANNINI et al., 2008). As
lesGes bucais se caracterizam por uma hiperplasia granular eritematosa, entremeada
por pontos hemorragicos purpureos e um aspecto superficial rugoso denominado
“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 (SHIKANAI-YASUDA et al.,, 2006).
Geralmente, estas lesfes tendem a ser multiplas e podem envolver labios, gengiva,
mucosa jugal, palato, lingua e assoalho bucal (ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY,
2003).

O diagnostico diferencial deve incluir principalmente o carcinoma de células
escamosas, devido ao aspecto clinico semelhante e uma associacdo das duas
doencas com éalcool e tabaco. A presenca de lesbes multifocais e dor na PCM podem
contribuir para a diferenciacao clinica (ABREU E SILVA et al., 2013). Também devem
ser incluidos no diagnostico diferencial linfoma, tuberculose, sarcoidose, sifilis,
granulomatose de Wegener, actinomicose cervicofacial, histoplasmose, criptococose
e leishmaniose (ABREU E SILVA et al., 2013; ALMEIDA; JORGE-JUNIOR; SCULLY,
2003; RAMOS-E-SILVA; SARAIVA, 2008).
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O tratamento € dividido em duas fases: ataque e manutencdo. A fase de
ataque objetiva reduzir os sinais, sintomas e a carga parasitaria, visando recuperar a
imunidade celular do paciente. A fase de manutencao é feita por tempos prolongados
para evitar a recorréncia da doenca (PALMEIRO; CHERUBINI; YURGEL, 2005).

As medicacdes antifungicas que podem ser usadas sdo o0s polienos
(anfotericina B), derivados sulfamidicos (sulfadiazina) ou derivados azoélicos
(cetoconazol, fluconazol e itraconazol). A associacdo sulfametoxazol-trimetropin € a
mais utilizada para formas leves e moderadas em tratamentos ambulatoriais, mas
possuem a desvantagem de necessitar um longo periodo de tempo (até 24 meses)
para o tratamento (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). O itraconazol é atualmente o
mais indicado para as formas leves e moderadas, necessita menor tempo (6-12
meses), mas apresentam custo elevado e ndo est&o disponiveis no Sistema Unico de
Saude. A anfotericina B deve ser reservada para casos graves e refratarios, devido a
sua elevada toxicidade sistémica (COLOMBO et al., 2009).

Além do tratamento medicamentoso, medidas de suporte geral como controle
de outras infeccBes que estejam associadas, tratamento odontoldgico, nutricdo
adequada e encorajamento para cessar uso de tabaco e alcool, e reabilitacdo das
sequelas, sdo fundamentais para a completa cura, que devera incluir aspectos
clinicos, imaginolégicos e imunologicos (RESTREPO et al.,, 2011; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006).

Como sequelas, podem ser citadas a fibrose pulmonar (presente em 50%
pacientes com infeccdo cronica), reducdo na funcéo das glandulas supra-renais (e
consequentemente desenvolvimento da doenca de Addison), comprometimento do
sistema nervoso central, fiborose nas mucosas com microstomia e estenose da
traqueia, disfonia e obstrucéo laringea (SHIKANAI-YASUDA, et al., 2006).

2.2 Acao do estrégeno e da progesterona sobre os tecidos

O estrégeno e a progesterona sao moléculas hidrofébicas que se ligam aos
seus receptores intracelulares. O mecanismo de acdo desses hormonios esta
relacionado com sua absorcéo pelas “células-alvo” e sua interagdo com receptores
citoplasmaticos, formando um complexo com o receptor do horménio que é
transportado para o nucleo e podendo assim estimular a sintese proteica (AGHA-
HOSSEINI; TIRGARI; SHAIGAN, 2006).
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A utilizacdo de modelos humanos e animais demonstrou que os horménios
podem influenciar na resposta imune e na progressao de certas doencas infeciosas
tropicais, como amebiase, PCM e leishmaniose (BERNIN; LOTTER, 2014).

Baseados em dados epidemiolégicos, Loose et al. (1983) levantaram a
hip6tese de que o ambiente hormonal do hospedeiro poderia afetar diretamente a
patogenicidade da PCM. Os autores demonstraram a existéncia de uma proteina de
ligacdo ao estrogeno no citosol do micélio e que esta tem um importante papel na
inibicdo da transformacédo da forma de micélio a levedura, justificando assim a baixa
incidéncia de casos em mulheres adultas.

ApoOs esta descoberta, Restrepo et al. (1984) realizaram um estudo in vitro e
procuraram investigar se o hormonio Estradiol (E2) seria capaz de inibir as transicdes
morfolégicas M-L e L-M. Os autores encontraram que o E2 em concentracfes
relevantes atua especificamente na transicdo M-L, mas nao na transicdo L-M. Este
mesmo estudo também realizou um ensaio espectrofotométrico com o objetivo de
avaliar se o E2 teria efeito também na inibicdo do crescimento das leveduras. Os
resultados revelaram que o E2 né&o interferiu no crescimento, portanto o E2 so6
apresenta efeito inibitério na transicdo M-L. Desta forma, concluiram que as fémeas
adultas podem exercer uma influéncia direta no estabelecimento da doenca através
do bloqueio da transicdo de micélio em leveduras, mas uma vez que esta transicao ja
tinha ocorrido, o E2 ndo promove efeito protetor.

Posteriormente, Salazar; Restrepo; Stevens, (1988) procuraram investigar in
vivo os efeitos da inibicdo do E2 na transicdo M-L, pois até entdo as pesquisas eram
feitas apenas com fragmentos de micélios e esta forma poderia ndo ser a mais
infectante. Utilizando-se de técnicas especificas para separar conidios, procuraram
avaliar o papel do E2, do dietilestilbestrol (DES) e de hormbnios sexuais analogos a
testosterona (17a-estradiol, tamoxifeno e hidroxitamoxifeno). Obtiveram como
resultados que a conversao C-L foi reduzida quando as concentracdes de E2 estavam
mais altas. O estrégeno sintético foi ligeiramente menos inibidor e os outros horménios
nao interferiram na conversao normal de conidios em leveduras.

A relacdo entre a concentragcdo dos hormonios e seus efeitos em niveis
fisiol6gicos ndo apresentam uma concordancia exata, pelo menos em estudos in vitro.
Alguns fatores deste sistema podem afetar a atividade hormonal, como: a interacéo
com componentes do agar, o efeito do ambiente microaerofilico, diferencas entre a

afinidade dos ligantes para células intactas e células interrompidas. Além disso, no
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sistema in vivo, outros fatores podem estar atuando, como a presenca de E2 e
progesterona circulantes que podem promover um efeito adicional, um fungo intacto
pode concentrar horménio ou a funcdo pode ser regulada com apenas alguns
receptores ocupados (SHANKAR et al., 2011).

Ambos os géneros podem ser infectados, entretanto a PCM é muito mais
prevalente em homens (RESTREPO et al., 2011). Aristizabal et al. (1998) realizaram
um estudo in vivo e demonstraram o efeito dos hormonios femininos sobre a transi¢ao
C-L. Utilizando-se de 3 ratos machos e 03 fémeas que haviam sido infectados por via
intranasal para simular a infeccdo natural, notaram que apés intervalos de 24 e 96
horas a transicdo da forma C-L em machos ja ocorria. Nos exames histopatolégicos
dos pulmbes dos machos apoés 2, 4 e 6 semanas pos-infeccdo, foram encontradas
reacao granulomatosa, plasmacitos e linfécitos e, nas fémeas, foi encontrado pequeno
namero de linfdcitos e auséncia de formacao granulomatosa. O mesmo estudo revelou
também que o sexo, a castracdo e a castracdo com reconstituicdo hormonal inversa
influenciaram o padrao histopatol6gico de resposta do hospedeiro frente ao Pb. Esses
resultados indicaram que o sistema imunoldgico possui diferencas na eficacia entre
0S sexos, que o ambiente hormonal facilitou a sintese de citocinas pelas células B e
T e que o E2 contribuiu para a ativacdo dos macrofagos. Desta forma, os autores
concluiram que os estrégenos, além de possuirem uma atividade inibitéria que impede
a transicdo C-L, tém um importante papel na resposta imune através da ativacdo de
células de defesa.

Algumas doencas da cavidade bucal apresentam predilecdo pelo género
feminino (AGHA-HOSSEINI; TIRGARI; SHAIGAN, 2006; MEURMAN; TARKKILA;
THTINEN, 2009). Whitaker; Bouquot, (1994), estudando Les6es Periféricas de Células
Gigantes, verificaram se tais lesdes apresentavam receptores para estréogeno e
progesterona, uma vez que um grande numero de lesbes ocorria em gestantes. Nao
conseguiram detectar a presenca desses receptores, indicando que os horménios
ovarianos nao desempenham papel no desenvolvimento/crescimento dessas lesdes,
no entanto algumas evidéncias sugeriram que os hormdnios podem influenciar
secundariamente. Outro estudo, realizado com o mesmo objetivo, constatou que a
sensibilidade, a variedade e a distribuicAo dos receptores nos tecidos sdo mais
importantes do que a simples presenca e que essas lesdes podem ser condicionadas
pelo sexo (GUNHAM et al.,1998).
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A presenca e distribuicdo de ER e PR também foram investigadas em Les&o
Periférica de Células Gigantes, Granuloma Piogénico e Fibroma Ossificante
Periférico, lesbes com predilecdo para o género feminino (AGHA-HOSSEINI;
TIRGARI; SHAIGAN, 2006). Os autores encontraram um baixo numero de receptores
e concluiram que isto pode ser devido a uma pequena sensibilidade dos anticorpos
utilizados ou até mesmo que tais lesbes ndo necesitam dos ER e PR para seu
desenvolvimento.

Os hormanios femininos promovem alteracfes na saliva de mulheres durante
o periodo de gravidez, porém os efeitos dos esteroides sexuais masculinos em
glandulas salivares sédo pouco conhecidos. Laine et al. (1993) analisaram a presenca
de receptores androgénicos humanos em glandulas salivares saudaveis e concluiram
gue as glandulas salivares humanas sdo androgénio-dependentes e que existe uma
dificuldade de obter anticorpos especificos para esses receptores, fato este que tem
limitado o uso da técnica.

A mucosa bucal e as glandulas salivares sao sensiveis a acao de estrogenos,
apesar da expressao dos receptores ainda ser controversa (VALIMAA et al., 2004).
Sendo assim, estes autores procuraram verificar a imunoexpressao dos receptores
alfa (ER1) e beta estradiol (ER2) nos tecidos de glandulas salivares e mucosa bucal.
O ER1 néao foi detectado e o ER2 foi amplamente marcado em todos os tecidos
(principalmente queratinécitos, acinos e ductos glandulares). Estes achados sugerem
gue o ER2 atue regulando a fisiologia dos tecidos, dos acinos, ductos e epitélio bucal.

Esses efeitos dos ER2 sobre determinados tecidos podem auxiliar a explicar
a sensibilidade destes tecidos bucais ao estrodgeno e os possiveis efeitos benéficos
da terapia de reposicdo hormonal (HRT) sobre os sintomas orais em pacientes que
estejam em menopausa (VALIMAA et al., 2004; SAWCZUK et al., 2014). Nesta fase,
o epitélio oral torna-se mais permeavel a agentes nocivos e € mais propenso a danos
mecanicos. A atividade secretora das glandulas salivares torna-se diminuida e causa
dificuldade de autolimpeza da mucosa, dos dentes, aumentando o risco a carie e
facilitando a penetracdo e colonizagédo de fungos e bactérias. Com isso, Sawczuk et
al. (2014) procuraram investigar a presenca do ER2 em amostras de tecidos da
mucosa bucal de pacientes antes da HRT e depois de 3, 6 e 12 meses de terapia. Nas
primeiras seis semanas ndo houve diferengas, mas apoés 3, 6 e 12 meses 0os ER2

tiveram uma maior expresséao, além de terem sido encontrados em todos 0s pacientes.
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Leimola-Virtanen et al. (1997) investigaram os efeitos do estrégeno sobre a
mucosa bucal em mulheres que se encontravam em ciclo menstrual e em menopausa,
e também se existiriam receptores para o estrogeno nas células epiteliais da mucosa
bucal. Encontraram padrdes celulares quase idénticos em jovens e pds-menopausa,
sugerindo que o estrégeno pode ndo ser o Unico fator a causar mudancas na
maturacdo de células epiteliais bucais. Com o anticorpo utilizado ndo conseguiram
detectar a presenca dos receptores na mucosa bucal.

A acao seletiva dos hormdnios esteroides sobre o metabolismo de “tecidos-
alvos” depende da presenca de receptores de alta afinidade e é esta ligacdo que
permitird o controle das fungbes estruturais celulares. Ojanotko-Harri et al. (1992)
avaliaram a mucosa bucal, um tecido “ndo-alvo”, e encontraram que esta ndo € um
tecido tdo sensivel para hormdnios esteroidais como outros orgaos classicos. Os
autores sugeriram que a nao expressao desses receptores pode estar relacionada a
um numero de receptores abaixo do limite de deteccdo no tecido gengival ou porque
0s anticorpos nao foram sensiveis ao método utilizado.

Resultados contraditorios sobre a expressdo de ER em tecidos bucais
também podem estar associados ao tipo de receptor pesquisado, ER1 ou ER2
(VALIMAA et al., 2004). Leimola-Virtanen et al. (2000) realizaram bidpsias em
mulheres pés-menopausa e mulheres saudaveis, com o objetivo de estudar a
presenca de ER na mucosa bucal e em glandulas salivares maiores e menores.
Concluiram que a presenga dos receptores em tecidos “nao-alvos” € maior do que se
pensava anteriormente, portanto € possivel que esses tecidos respondam a presenca
do estrégeno.

Um estudo demonstrou que a mucosa nasal apresenta receptores de E2 e,
portanto, ela também pode ser afetada (MILLAS et al., 2010). Os autores avaliaram
se 0s contraceptivos orais influenciavam a distribuicdo e concentragéo de estrogeno
nesses receptores. Foram avaliadas 64 mulheres com ciclo menstrual regular, onde
metade utilizava contraceptivos orais e a outra metade nao, tomando-se o cuidado
para evitar aquelas que eventualmente tivessem infeccao ou fizessem uso de terapia
hormonal n&o-contraceptiva. As mulheres que usavam contraceptivos orais
apresentaram diminuicdo do ER2 em algumas células da lamina prépria, mostrando
gue contraceptivos podem ter efeitos sobre fibroblastos, plasmécitos e células
inflamatorias. Observaram também que os ER2 sdo mais predominantes em tecidos

nao associados a reproducéo, e que existem ER nucleares nas células do epitélio
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respiratério, glandular e lamina prépria e ER citoplasmaticos nas células da lamina

propria do epitélio glandular.

2.2 Aspectos imunoldgicos

Os horménios femininos conferem maior protecdo as fémeas, fazendo com
gue os machos sejam mais acometidos pela PCM. Entretanto, esse efeito protetor se
manifesta no estagio inicial da infeccdo quando a forma de micélio se transforma em
levedura (RESTREPO et al., 1984). ApOs esse estagio, a instalacdo e o
desenvolvimento da infeccdo no hospedeiro estdo relacionados a integridade do
sistema imunolégico e a sua capacidade em eliminar o fungo (WANKE; AIDE, 2009).
Além disso, a susceptibilidade genética pode resultar numa depresséo da resposta
imune celular, menor resisténcia conferida pelo granuloma e baixa produc¢éo de 6xido
nitrico (BORGES-WALMSLEY et al., 2002).

Certas caracteristicas como viruléncia da cepa infectante, volume do inéculo,
tipo e quantidade de citocinas produzidas durante o confronto contra as células
fagocitarias também sdo determinantes no sucesso da implantacdo do fungo
(PARISE-FORTES et al., 2011). Durante o processo de invaséao tecidual, os fungos
contam com alguns componentes antigénicos, sendo a Gp43 o principal deles, e que
sdo responsaveis por diversos efeitos proteoliticos sobre o colageno, a elastina e a
caseina (CAMARGO; FRANCO, 2000). Porém, a presenca destes componentes
antigénicos contribui para a ativacdo das respostas imune natural e imune especifica
do hospedeiro, que uma vez ativadas tentardo combater o parasita impedindo que
este promova a invasao aos tecidos (PARISE-FORTES et al., 2011).

A resposta imune natural ocorre através da ativacdo do sistema complemento
e da producédo de citocinas proé-inflamatérias e quimiocinas, que promovem uma
guimiotaxia de neutrofilos e células “natural killer” (NK), que instalardo uma resposta
inespecifica (CAMARGO; FRANCO, 2000; PARISE-FORTES et al., 2011,
RESTREPO et al., 2011).

Estudos em camundongos ja demonstraram que os polimorfonucleares séo
as primeiras células a se apresentarem na infeccdo da PCM nos pulmdes
(ARISTIZABAL et al. 1998). Os neutrofilos possuem um importante papel nas
atividades fungicida e fagocitica, principalmente nos estagios iniciais da infeccao
(BENARD, 2008; RESTREPO et al., 2011). Quando estimulados por certas citocinas,
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promovem a liberacdo de metabdlitos ativos, mas progressivamente com o passar do
tempo eles vao sendo substituidos pelos macrofagos (PARISE-FORTES et al., 2011).

Os macrofagos sdo as principais células do sistema imune que irdo atuar
contra os fungos da PCM e, dependendo das citocinas liberadas, eles poderao atuar
contribuindo para a disseminagao ou contencéo da doenca (BENARD, 2008). Quando
ativados pelo interferon gama (INF-y) ou pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
exercerdo um importante papel protetor através da liberagcdo de peréxido de
hidrogénio e 6xido nitrico, que podem inibir a transformacéo conidio-levedura. Assim,
tanto o INF-y como o TNF-a aparentemente conferem resisténcia através da formagao
de um granuloma e da producéo de 6xido nitrico (BORGES-WALMSLEY et al., 2002).

Paralelamente, o fungo busca escapar do sistema imune, tentando penetrar
no interior de macréfagos, células epiteliais e endoteliais, através de interacdes de
suas moléculas de superficie e receptores presentes na membrana celular (BORGES-
WALMSLEY et al.,, 2002; MENDES-GIANNINI et al., 2008; PARISE-FORTES et al.,
2011). Quando atinge o interior destas células, o fungo ndo é mais reconhecido e
poderd ter sua multiplicacdo e disseminacdo facilitadas para diversos tecidos
(MENDES-GIANNINI et al., 2008; RESTREPO et al., 2011). Uma falha na producao
de NO e um menor numero de linfocitos T CD4+ também podem favorecer a
persisténcia das lesbes ativas e permitir uma possivel disseminacdo para outros
orgaos (BATISTA; SOARES; LARA, 2005).

Uma resposta imune celular efetiva esta associada ao padrao de resposta T
helper 1 (Thl), caracterizado pela producéao de interleucina 2 (IL-2), interleucina 12
(IL-12) e principalmente do INF-y que promovem a ativacdo de macréfagos e linfocitos
T auxiliares (T CD4+) e T citotoxicos (T CD8+). Isto resultard na formacdo de
granulomas densos, bem definidos, com poucos fungos e infeccdo localizada
(BENARD, 2008; MAMONI; BLOTA, 2005; PARISE-FORTES et al., 2011; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006). Além dessas citocinas, o TNF-a também é liberado e atua
promovendo a “ativacao classica” dos macréfagos, que passaram a ser chamados de
M1. Os M1 promovem a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, 6xido nitrico e IL-
12 exercendo assim um potente efeito microbicida principalmente sobre virus e
bactérias (HEUSINKVELD; VAN DER BURG, 2011). Além destas fungdes, atuam
também para aumentar a atividade fungicida, modular e amplificar a resposta imune
e estimular a formacao de um granuloma denso (MAMONI; BLOTA, 2005; PARISE-

FORTES et al., 2011). Clinicamente, pacientes com esse padrdao de resposta
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geralmente apresentam baixos titulos de anticorpos e respostas positivas de
hipersensibilidade tardia (RESTREPO, et al., 2011).

Entretanto, como a maioria dos pacientes com PCM sao trabalhadores rurais
e geralmente apresentam outras condi¢des debilitantes, ha uma tendéncia para eles
apresentarem um padrdo de resposta imunoldgica T helper 2 (Th2). Este padréo é
marcado pela baixa producdo de células T, altos titulos de anticorpos e resposta
negativa aos testes cutaneos de hipersensibilidade tardia, sendo incapazes de conter
a propagacdo da infeccdo (BENARD, 2008; PARISE-FORTES et al., 2011;
RESTREPO et al., 2011). Também é notada uma significativa diminui¢cdo na producéo
das citocinas IL-2, IFN-y e IL-12, aumento dos niveis de interleucina 4 (IL-4),
interleucina 5 (IL-5), interleucina 10 (IL-10) e fator de transformacé&o de crescimento
beta (TGF-B), de imunoglobulina A (IgA), imunoglobulina E (IgE) e imunoglobulina G
(1gG), além de uma intensa eosinofilia. Os macréfagos ativados por essas citocinas
sdo chamados de M2 e esta via recebe o0 nome de “ativacao alternativa”. Os M2 atuam
preferencialmente na regulacdo da resposta imune, na eliminacdo de detritos, na
reparacao e remodelacdo tecidual e na angiogénese (MANTOVANI et al., 2004). Tem
sido relatado também que os M2 possuem uma importante funcdo contra patdgenos
extracelulares, como vermes e parasitas (Figura 2) (FAIRWEATHER; CIHAKOVA,
2009).

Macréfago ativado pela via Macréfago ativado pela via
classica (M1) Micro- organismos alternativa (M2)
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Figura 1 - Vias de ativacdo dos macréfagos.
Fonte: Adaptado de KUMAR; ABBAS; ASTER, (2013).
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O padrdo de resposta Th2 é indesejavel em certas situacdes, como a
leishmaniose, onde o aumento nos niveis de IL-4 e IL-13 sdo acompanhados de
eosinofilia e aumento das células B (com hipergamaglobulinemia ou producéo
aumentada de IgE). A IL-4 pode induzir também mudancas no citoesqueleto celular,
que podem levar a alterac6es fagociticas e na capacidade de resposta contra fungos,
bactérias, virus e helmintos, porém, nem sempre tais mudancas sdo positivas
(MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009). Para a PCM, a resposta Th2 ndo se mostra
efetiva e contribui para o desenvolvimento da doenca (PINZAN et al., 2010). Além
disso, o granuloma formado € do tipo frouxo e mal definido; a inflamacéo
granulomatosa é desorganizada e apresenta muitos fungos; é observado um alto
namero de brotamento de células leveduras e presenca de areas com exsudacao
supurativa e necrose (BORGES-WALMSLEY et al., 2002; MAMONI; BLOTA, 2005;
PARISE-FORTES et al., 2011).

Realizando-se uma associacdo entre o padrdao de resposta e a sua
apresentacao clinica, nota-se que os pacientes infectados apresentam um padréo de
resposta imune Thl, mantendo um equilibrio entre parasita e hospedeiro. Para os
pacientes com a forma crénica com gravidade moderada, o padréo de resposta imune
€ intermediario entre Thl e Th2; e para pacientes com a forma aguda/subaguda
desenvolvem o padrdo Th2 (MAMONI; BLOTTA, 2005; PARISE-FORTES et al.,
2011). Entender essa diferenca no padréo de resposta é importante porque permite
compreender a necessidade de ter um tratamento mais prolongado em hospedeiros
com resposta celular mais fraca, onde ha persisténcia de fungos no interior de
granulomas, e estes podem sofrer reativagdo em algum momento (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006).

A mudanca de resposta Thl para Th2 pode acontecer e € comum em
situagcbes onde uma infeccdo aguda passa a crbnica. Assim, a ativacdo dos
macréfagos também néo é definitiva, e um M1 pode-se transformar em M2 e vice-
versa, dependendo das condi¢cdes do ambiente local (FAIRWEATHER; CIHAKOVA,
2009). Apds se instituir uma terapia antifUngica, um padrédo de resposta Th2 pode
passar a Thl, uma vez que a carga fungica € reduzida e ha uma maior proliferacao
de linfocitos e um aumento na producdo de citocinas Thl, especialmente o INF-y
(RESTREPO et al., 2011). Paralelamente, se a infec¢éo persistir, muitas vezes havera
uma mudanca de Thl para Th2, como uma resposta imune adaptativa que evolui de

aguda para crbnica. Além disso, certos microrganismos podem estimular macrofagos
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M2 numa tentativa de evitar uma resposta imune mais agressiva do hospedeiro
(FAIRWEATHER; CIHAKOVA, 2009). Especificamente para a PCM, por se tratar de
uma infeccao crbénica de longa persisténcia, o numero de M2 vai aumentando com o
passar do tempo (CARLI et al., 2016).

A resposta imune especifica ou humoral € caracterizada pela ativagéo
policlonal das células B e por uma hipergamaglobulinemia, no entanto para a PCM ela
desempenha um papel apenas coadjuvante (ABREU E SILVA et al., 2013). Apesar de
gue muitos pacientes com a doenca se apresentem imunodebilitados, altos niveis de
anticorpos IgA, IgG (especificos Anti-Pb) e IgE sdo encontrados nesses pacientes.
Esses anticorpos atuam especificamente nos granulomas e nos imunoprecipitados de
antigenos, facilitando a eliminacédo e impedindo a difusdo de componentes fungicos
(RESTREPO, et al.,, 2011). A hiperatividade dos plasmocitos atua também
aumentando a opsonizacdo e potencializando a atividade fagocitica dos fagécitos
(CAMARGO; FRANCO, 2000).

As influéncias do microambiente determinam se a resposta tera M1 ou M2. Os
tipos de citocinas produzidas e o equilibrio entre elas também podem inverter essa
polarizacdo (HEUSINKVELD; VAN DER BURG, 2011). A citocina IL-10 é mais
negativa neste processo, atua bloqueando a expressao da imunidade mediada pelo
INF-y e IL-12, e diminuindo a atividade fungicida dos macréfagos (BENARD, 2008).
Contrariamente, a sintese de IFN-y e TNF-a leva a ativacdo de M1 e instalacdo de um
padrao de resposta Thl que resulta no controle da disseminacao fungica (BURGER
et al., 2013).

Individuos que vivem em éareas endémicas, mas que ndo sdo infectados,
parecem ser protegidos pelo eixo IL-12 e INF-y (BENARD, 2008). Tem sido relatado
também que, em certas circunstancias, o Pb pode induzir precocemente a uma
sintese de citocinas com atividades anti-inflamatérias, como o TGF-p e a IL-10, que
podem suprimir a resposta dos macrofagos e, assim, permitir a instalacéo, reproducao
e disseminacgéao para os tecidos (BURGER et al., 2013).

Uma importante resposta frente a alguns patégenos ou irritantes persistentes
é a formacdo do granuloma (BRITO; FRANCO, 1994). Ele é composto por um
agrupado de macrofagos, células epitelioides e linfcitos; e sua formacéo representa
um importante papel na defesa do hospedeiro contra a infec¢do, principalmente
através da liberacdo de citocinas (ABREU E SILVA et al., 2013). As CGMs também

podem ser encontradas nos granulomas, especialmente em casos de PCM, onde
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estdo envolvidas no sequestro e destruicdo dos fungos e agentes irritantes presentes
nos tecidos (NASCIMENTO et al., 2008). Em granulomas que apresentam em seu
interior fungos ou parasitas, € comum encontrar também eosindfilos (BRITO;
FRANCO, 1994).

Os granulomas podem ser classificados em densos ou frouxos, e sua
configuracdo morfoldégica é dependente da imunidade do hospedeiro (BRITO;
FRANCO, 1994; PARISE-FORTES et al., 2011). Em individuos com resposta celular
preservada, observa-se granulomas densos contendo CGMs, células epitelioides,
macrofagos organizados centralmente, linfécitos na periferia circundados por
colagenizagdo e um menor numero de fungos no interior, sendo mais comumente
encontrados nas formas mais localizadas da doenca. Naqueles que apresentam
comprometimento imunoldgico nota-se granulomas frouxos, apresentando areas com
microabcessos, necrose, edema e um maior niumero de fungos dispersos nos tecidos,
ocorrendo nos casos mais graves da doenca (ABREU E SILVA et al.,, 2013;
KAMINAGAKURA et al., 2007; PARISE-FORTES et al., 2011). No entanto, um estudo
gue buscou correlacionar o tipo de granuloma e a quantidade de fungos presentes em
fragmentos de biopsias de PCM oral nao revelou diferengas significativas entre as
variaveis (PEDREIRA et al., 2016).

A susceptibilidade ou resisténcia do hospedeiro frente aos fungos é um
aspecto importante para a formacdo dos granulomas. Estudos realizados em
camundongos demonstraram que o tipo de granuloma e as citocinas liberadas séo
diferentes entre espécies de ratos susceptiveis e resistentes a PCM. Nos ratos
susceptiveis, o granuloma se mostrou frouxo e continha muitos fungos viaveis;
enguanto que, no grupo resistente, o granuloma formado foi denso e apresentava-se
encapsulado e alguns fungos degenerados no interior. Os autores realizaram também
uma medida semiquantitativa, e confirmaram que a area dos granulomas e da area
relativa que apresentava o Pb, eram 1,2x e 1,9x maiores nos ratos susceptiveis. Além
disso, houve predominancia de expresséo do INF-y e TNF-a no granuloma denso de
ratos resistentes e TGF- no granuloma frouxo de ratos susceptiveis (BURGER et al.,
2013).

Nos casos de PCM oral, parece haver uma maior tendéncia para formacao de
granulomas frouxos. Carli et al. (2016), numa casuistica de 48 casos, classificaram

71% como granulomas frouxos e 29% em densos. Outro estudo que incluiu 26 casos



37

mostrou um equilibrio maior, mas também uma maior ocorréncia de granulomas
frouxos (53,8%) do que densos (46,2%) (PEDREIRA et al., 2016).

Os macrofagos expressam em sua superficie uma superfamilia de receptores
scavenger ricos em cisteina (SRCR), que sdo caracterizados por sua grande
capacidade de ligar ao ligante (FABRIEK; DIJKSTRA; VAN DEN BERG, 2005). Dentre
esses receptores podemos citar o CD68 e o CD163. O CD 68 € uma glicoproteina
transmembrana de 110kDa de funcédo desconhecida sendo altamente expressa por
monocitos humanos e macrofagos teciduais. O anticorpo contra CD68 marca
mondcitos e macréfagos em ampla variedade de tecidos (HOLNESS; SIMMONS,
1993). J& o CD163 é uma glicoproteina transmembrana de 130 kDa que foi
identificada como um receptor endocitico para complexos haptoglobina-hemoglobina,
sendo um biomarcador de ativacdo muito Uutil para macrofagos em varias condicées
patologicas, inclusive doencas inflamatérias (MOLLER, 2012; VAN DEN HEUVEL et
al., 1999). E restrito a mondcitos e macrofagos, sendo as interleucinas 6 (IL-6) e IL-10
capazes de induzir sua expressdo, e o INF-y e TNF-a capazes de promover sua
inibicdo. Assim, o CD163 atua suprimindo a resposta imune e contribuindo para a
resolucdo da inflamacdo, demonstrando que estd mais expresso na ativagao
alternativa por M2 (FABRIEK; DIJKSTRA; VAN DEN BERG, 2005; MOLLER, 2012).

Geralmente, os mondcitos humanos sdo CD163-positivos, mas expressam
baixos niveis de CD163 e, contrariamente, os macréfagos M2 teciduais sao
fortemente marcados pelo anticorpo CD163 (MOLLER, 2012). Estes elevados niveis
de CD163 expressos em macréfagos teciduais e, em sua maioria, em macrofagos M2
apresentam importante relagdo no processo de cura, reconhecimento a patdgenos,
estimulacdo a angiogénese e remocao de detritos (FABRIEK; DIJKSTRA; VAN DEN
BERG, 2005).

A identificacdo de macréfagos com o CD68 nao permite identificar qual
subtipo especifico (M1 ou M2). Ja o CD163 € um receptor expresso em altos niveis
pelos M2 e serve para diferenciagcao entre M1 e M2 (HEUSINKVELD; VAN DER
BURG, 2011). Eles expressam o receptor CD163, que permite ser identificado pelo
anticorpo CD163 atravées de analise imuno-histoquimica (CARLI et al., 2016).

Ultimamente, diversos estudos tém sido desenvolvidos utilizando de analise
imuno-histoquimica para verificar a presenca destes receptores. Kaminagakura et al.
(2007) realizaram um estudo com o objetivo de identificar quais eram as células

inflamatorias mais presentes nas lesées de PCM oral. Encontraram que o CD68 e o
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CD45 foram os mais expressos, indicando que os macrofagos e os linfécitos T sdo as
células mais comumente encontradas na PCM. Outros estudos utilizaram-se do
CD163 para verificar se a quantidade de M2 estava relacionada como tipo de
granuloma. Estes estudos ndo evidenciaram uma associacao do tipo de granuloma
com a quantidade de M2 visto que, tanto granulomas densos quanto frouxos, se
mostraram fortemente marcados pelo CD163 (CARLI et al., 2016; PEDREIRA et al.,
2016).

Estudos anteriores ja haviam demonstrado que os macrofagos séo as células
do sistema imune mais presentes nos casos de PCM (BENARD, 2008). No entanto,
havia uma necessidade de se entender quais macrofagos sdo dominantes nestes
casos, se M1 ou M2. Assim, Carli et al. (2016), utilizando o CD163, demonstraram que
0s M2 séo as células predominantes nas lesGes orais de PCM, uma vez que ficou
evidente a positividade para todos os casos presentes no seu estudo. Neste mesmo
trabalho, utilizaram também o Anti-Pb com finalidade de quantificar os fungos, porém
nao encontraram uma correlacdo entre a marcagdo por CD163 e a quantidade de

fungos.

2.4 Acdo dos hormdnios sobre a resposta imunoldgica

O sistema imunoldgico interage com todos 0s outros sistemas do corpo, sendo
gue as mais intrigantes inter-relacdes ocorrem entre o sistema imune e o sistema
reprodutor. A resposta do sistema imune de fémeas € maior do que os machos, e esta
diferencga provavelmente é mediada pela acdo de horménios esteroides sexuais sobre
receptores imunorreativos presentes nas populagdes celulares (GROSSMAN, 1984).
A diminuicdo nos niveis de E2 e PR promove diversas alteracdes no sistema imune,
e isto € comprovado quando se realiza ovariectomia em modelos animais ou em
mulheres na menopausa, que tendem a apresentar artrite e outras doencas
autoimunes de inicio tardio (STRAUB, 2007). Além disso, os hormdnios sexuais,
especialmente o estrogeno, atuam também estimulando a producao de vérias classes
de anticorpos (GROSSMAN, 1984).

O género pode afetar a susceptibilidade ou resisténcia contra uma seérie de
doencas (STRAUB, 2007). Mulheres apresentam melhor resposta inflamatéria o que
leva a um maior controle de infecgbes do que os homens, entretanto estdo mais

relacionadas as doencas autoimunes, como por exemplo, a artrite reumatoide e a
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esclerose multipla, que estdo mais relacionadas a resposta proé-inflamatoria Thl.
Porém, em periodos de gravidez onde os niveis de estrogeno se elevam, nota-se uma
melhora significativa destas condi¢cdes, evidenciando um efeito anti-inflamatorio
(SALEM, 2004; STRAUB, 2007). Também pode-se notar que algumas doencas se
agravam na menopausa, decorrentes de uma maior liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias que ocorrem em detrimento da queda de E2 e outros esteroides
gonadais (Figura 2) (CUZZOCREA et al., 2000; STRAUB, 2007).
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Figura 2 - Relacéo entre os niveis hormonais e a taxa de incidéncia de doencas autoimunes em
mulheres.
No gréfico superior, observamos que os niveis mais altos dos hormonios estdo associados
com uma maior incidéncia de doencas autoimunes relacionadas com os autoanticorpos
produzidos pelas células B. No grafico inferior, notamos que a queda dos niveis hormonais
pés-menopausa favorece o desenvolvimento de doencas autoimunes relacionadas as
células T.

Fonte: Adaptado de STRAUB, (2007).
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Durante o periodo reprodutivo, as mulheres apresentam respostas imunes e
humorais mais vigorosas que os homens. O declinio da fungcdo ovariana esti
associado com o aumento espontaneo de citocinas pro-inflamatoérias da resposta Th1,
justificando muitas vezes a necessidade de reposicdo hormonal (SALEM, 2004).
Apesar das doencas autoimunes serem mais comuns em mulheres, quando afetam
homens tendem a ser mais graves. A justificativa para isso se baseia na influéncia que
0s hormonios exercem sobre o padrdo de resposta imune e sobre as citocinas que
sao liberadas (FAIRWEATHER; ROSE, 2004).

Tem sido relatado que o estrégeno pode aumentar a resisténcia contra
diversos patdogenos, como Pneumoccocus, Mycoplasma, Paracoccidiodes,
Plasmoidium e Trypanosoma; e diminuir para outros, como Listeria, Chlamydia,
Neisseria, Gonorrhoeae e Salmonella (SALEM et al., 1999).

Estes exemplos evidenciam claramente que os hormoénios possuem um papel
imunomodulador e atuam estimulando ou suprimindo, influenciando assim no
desenvolvimento de diversas doencas. No entanto, esses efeitos parecem ser
contraditorios, pois diversos estudos mostram que o E2 apresenta um efeito anti-
inflamatério (CARLSTEN et al.,, 1989; DIMAYUGA et al., 2005; FAIRWEATHER;
FRISANCHO-KISS; ROSE, 2008; SALEM et al., 1999; SALEM; HOSSAIN; NOMOTO,
2000; STRAUB, 2007) e outros um efeito pré-inflamatério (BENGTSSON et al., 2004,
CHAO et al., 1996; SALEM, 2004; SHANKAR et al.,, 2011). Esta divergéncia nos
resultados também pode estar relacionada ao grupo que esta sendo estudado, onde
alguns trabalhos tém resultados baseados em doengas infecciosas ou autoimunes em
humanos e outros em modelos experimentais em camundongos. Nestes estudos, uma
maior atencdo concentra-se principalmente no padrdo de citocinas liberadas, nos
niveis hormonais, no tipo de resposta Thl e Th2, e em doencas autoimunes ou
infecciosas que apresentam diferentes incidéncias entre 0s sexos.

Os estrogenos agem sobre seus receptores que estdo expressos em uma
variedade de células, tecidos e 6rgaos “alvos” ou “nao-alvos”. Dentre os tecidos n&o-
alvos podemos citar: glandulas salivares, tireoide, musculo cardiaco, musculo liso,
células endoteliais, colageno, pulmédo e figado (ENMARK et al, 1997,
FAIRWEATHER; FRISANCHO-KISS; ROSE, 2008; LUKITIS et al., 2007). Importante
também citar a presenca destes receptores em macrofagos, células T CD4+ e T CD8+,

gue estéo diretamente relacionadas com a resposta imune (SALEM, 2004).
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Os efeitos anti-inflamatorios dos estrogenos, sua influéncia na polarizagéo das
respostas Thl e Th2 dos macrofagos e sua funcdo na resposta imune tém sido
contraditorios. Muitos relatos indicam que o estrégeno ndo s6 estimula anticorpos,
mas também aumenta IL-4, IL-10 e TGF-, aumentando a fibrose (FAIRWEATHER,;
CIHAKOVA, 2009). Além disso, alguns tratamentos com E2 tém demonstrado diminuir
aresposta Thl em machos e fémeas, e isto pode suportar a ideia do efeito modulatorio
gue o horménio pode exercer (FAIRWEATHER; FRISANCHO-KISS; ROSE, 2008).

O efeito dicotdmico do estrogeno foi demonstrado em ratos, onde o tratamento
com 17B-estradiol suprimiu a resposta tipo hipersensibilidade tardia, mas estimulou a
producéo de anticorpos, evidenciando que o seu efeito sobre as fun¢des das células
T e B séo diferentes (CARLSTEN et al., 1989). O efeito anti-inflamatério do E2 in vivo
tem sido associado, entre outras acfes, a uma inibicdo na migracdo de neutroéfilos e
mondcitos para areas inflamadas, proporcionando uma inflamacdo menos grave
(STRAUB, 2007).

Um estudo em camundongos demonstrou que os efeitos anti-inflamatérios do
E2 podem ocorrer principalmente através da diminuicdo do edema e eritema e da
reducdo da migracdo de células para o local, além de contribuir para a diminuigdo da
producdo de TNF-a (SALEM; HOSSAIN; NOMOTO, 2000). Outro estudo realizado em
ratos tratados com E2 também encontrou uma diminuicdo significativa na expressao
de citocinas tipicas do padrdo Thl. A polarizacéo da resposta para Th2 foi relacionada
a inibicdo das citocinas proé-inflamatérias (IL-2, IL-12, TNF-a e IFN-y) e estimulacao
das citocinas anti-inflamatérias (IL-10, IL-4, IL-13, TGF- e arginase-1). Entretanto,
esses animais estiveram relacionados a uma maior dificuldade de conter a progressao
da infecgao de Listeria (SALEM, 2004).

O E2 em doses anticoncepcionais promoveu alteraces no nimero e nas
funcBes dos macrofagos contra a infecgé@o de Listeria monocytogenes. Foi notado que
o hormdnio promoveu um aumento da atividade fagocitica dos macréfagos na fase
inicial, mas nas fases da infec¢cdo que requerem a ajuda de células T, o padrdo de
resposta imune dos camundongos néo foi eficiente para o controle da infeccédo de
Listeria monocytogenes. Observou-se também um crescimento mais rapido no grupo
tratado do que no grupo controle, sugerindo assim que além dos efeitos modulatorios
sobre os macrofagos, o E2 também pode produzir efeitos nas fungdes das células T
e NK. Ficou evidente ainda a inibicdo que o E2 promoveu sobre a liberagéo de IL-12

e TNF-a pelos macrofagos e, INF-y pelas células T, que desempenham papeis
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importantes na resposta Thl contra bactérias intracelulares, enquanto aumentou as
citocinas IL-4 e IL-10, tipicas da resposta Th-2, demonstrando que o E2 pode deslocar
a resposta tipo Thl para Th2 (SALEM et al., 1999).

Os niveis hormonais tém se mostrado tdo importantes que, em certas
situagdes como ciclo menstrual, ovariectomia e mulheres que estejam fazendo HRT,
0 sistema imunoldgico pode apresentar uma resposta consideravelmente alterada
(CHAO et al.,1994). Em niveis normais, o E2 também pode suprimir as citocinas IL-1,
IL-6 e TNF-a, e em niveis mais elevados como em gravidas, diminuir a IL-12 e 0 TNF-
a, com consequente aumento de IL-4 e IL-10, e deslocando assim para uma resposta
imune Th2 (STRAUB, 2007).

Uma ampla revisdo abordando os efeitos dos horménios sobre os diversos
orgaos, tecidos e células, enfatizou que em diferentes niveis sdo observados
diferentes efeitos (STRAUB, 2007). Em niveis fisiolégicos, o E2 se mostrou possuir
um efeito anti-inflamatério, caracterizado pela produc¢éo das citocinas IL-4, IL-10, TGF-
B, TIMP (inibidor tecidual das MMPs) e osteoprotegerina. Em niveis elevados
(gravidez), o E2 atuou inibindo as citocinas pro-inflamatoérias TNF-a, IL-1, IL-6 e MCP-
1 (proteina de quimioatragcdo dos mondcitos); a producdo de INOS (6xido nitrico
sintetase induzida); as MMPs (metaloproteinases matriz) e a atividade de células NK,
levando a inibicdo de varios eventos do processo inflamatério. Na menopausa, quando
os niveis do E2 e de outros esteroides gonadais apresentam-se diminuidos, houve um
predominio de citocinas pré-inflamatdérias. Este evento € coincidente com o aumento
da incidéncia da osteoporose e da artrite reumatoide em mulheres nesta idade, uma
vez que os baixos niveis do E2 ndo fornecem um efeito protetor sobre a inibicdo da
reabsorcdo Ossea e a supressao da inflamacdo. Em suma, as mulheres em idade
reprodutiva sédo protegidas devido a supressédo que o E2 exerce sobre as células T,
ao passo que na menopausa a falta deste pode predispor a reabsor¢des osseas,
dentre outros efeitos.

Outras diferentes células parecem sofrer efeitos diretos dos estrogenos. As
células de Kupffer tém se mostrado serem sensibilizadas pelo E2, e este efeito pode
ser o principal responséavel pelo melhor resultado de mulheres durante infeccdes
bacterianas, fazendo com que elas possuam um menor risco de sepse quando
comparadas com os homens (STRAUB, 2007). As células basais da micréglia, que
sdo responsaveis pela iniciacdo e manutencdo da resposta imune do cérebro,

parecem que também sofrem influéncia dos E2, onde este estimula a liberacdo de
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maiores quantidades de IL-10 e promove a inibicdo do TNF-a e IFN-y (DIMAYUGA et
al., 2005).

O E2 também tem sido relacionado com a estimulacdo da producédo de
anticorpos pelas células B, além do aumento nos niveis de IL-4, IL-10 e TGF-B
(FAIRWEATHER; FRISANCHO-KISS; ROSE, 2008). Essa estimulacao na producao
de anticorpos pelas células B tem se mostrado que ndo estd relacionada a
concentracdo de E2 circulantes (STRAUB, 2007).

Alguns tratamentos com E2 tém demonstrado diminuir a resposta Thl em
machos e fémeas, e isto pode suportar a ideia do efeito modulatério que o horménio
pode exercer (FAIRWEATHER; FRISANCHO-KISS; ROSE, 2008).

Os homens tendem a ter uma inflamacdo geralmente mais grave, com
consequente aumento da mortalidade. Eles podem apresentar doencas autoimunes
antes de 50 anos de idade e sdo caracterizadas pela inflamacdo aguda, o
aparecimento de autoanticorpos e uma resposta imune Thl. E possivel de se notar
nos machos uma mudanca gradual de Thl para Th2 com a idade, com um
consequente aumento da fibrose crénica. Ja, em mulheres, as doencas autoimunes
tendem a aparecer clinicamente apés os 50 anos, onde os niveis do E2 diminuem, e
sdo caracterizadas pela producdo de anticorpos, estdo associados com uma fase
cronica, fibrética e vinculadas a uma resposta Th2 (FAIRWEATHER; FRISANCHO-
KISS; ROSE, 2008).

Contrariamente, outros estudos tém demonstrado que os estrégenos tém um
papel predominantemente proé-inflamatério favorecendo uma resposta Thl
(SHANKAR et al., 2011).

Salem (2004) relatou que o E2 em niveis fisioldgicos desloca o eixo de
Th1/Th2 em direcdo a Thl, com aumento de citocinas pré-inflamatérias (IL-12 e IFN-
y) e diminui¢cdo da anti-inflamatérias. Em niveis farmacoldgicos, o estrogeno desloca
a resposta imune em direcéo ao padrdo Th2, levando a supressao das citocinas Thl
e aumento das Th2. O autor apoia sua teoria pelo fato de que na gravidez ha um
agravamento de algumas doencas infecciosas mediadas por Thl e de doencas
autoimunes mediada por Th2 (como o LES); além de ser notada também uma melhora
em doencas mediadas por Thl (como a artrite reumatoide).

Os possiveis efeitos dos hormdnios esteroides sobre a atividade fagocitaria
dos macréfagos também ja foram investigados (CHAO et al., 1996). Os autores

encontraram que os efeitos sdo dose-dependentes e estéo relacionados com o tempo
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de acdo. Em niveis fisiologicos, o E2 e a progesterona aumentam a atividade
fagocitica, porém em niveis elevados esses horménios ndo apresentaram resultados
significativos, quando comparados ao grupo controle. Em contraste, a testosterona e
a hidrocortisona nao afetaram o processo, concluindo assim que o efeito estimulatorio
sobre os macréfagos podem melhorar a resposta imune das fémeas frente a certos
tipos de infecgao.

O efeito do E2 sobre as células dendriticas, importantes células que atuam na
apresentacao de antigenos e sinalizacédo para células T, também ja foi avaliado. Os
resultados mostraram que o E2 estimulou a produgcao de IL-6 que promoveu um
desequilibrio na resposta Th1/Th2, deslocando para Thl, justificando assim porque
as mulheres sdo mais frequentemente afetadas por doencas autoimunes. Porém, o
E2 ndo modulou a secrecdo da IL-12, uma das citocinas responsaveis pela
polarizacéo da resposta (BENGTSSON et al., 2004).

A presenca de uma resposta imune celular efetiva e o tipo de polarizagéao
apresentado estdo diretamente relacionados ao combate e controle da infeccdo
causada pelo Pb (PARISE-FORTES et al., 2011; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). O
padrdo de resposta imune Th2 € predominante em pacientes com a forma
disseminada da doenca, enquanto pacientes apenas infectados mostram um padréo
Thl (PARISE-FORTES et al., 2011; RESTREPO et al., 2011; SHIKANAI-YASUDA et
al., 2006). Nas formas mais graves da PCM, além de ser observada uma resposta
Th2, o E2 pode influenciar ndo apenas na inibicdo da transicdo C-L, mas também na
resposta imune do hospedeiro através da ativacdo de macréfagos e levar a um
aumento da atividade fungicida. Sendo assim, as respostas em homens e mulheres
sao diferentes e isso pode auxiliar a explicar a grande diferenca de casos da doenca
entre 0s géneros (SHANKAR et al., 2011).

Varios estudos também tém relatado que os andrégenos afetam diretamente
a resposta imunologica. Alguns estudos demonstram que a testosterona possui um
efeito imunossupressor estimulando a resposta Th2, fazendo com que homens
tenham um risco aumentado no desenvolvimento de doencas infecciosas quando
comparados com as mulheres (CARLSTEN et al., 1989; SHANKAR et al., 2011;
STRAUB, 2007). Porém, outro estudo demonstrou que a testosterona esta
relacionada com efeitos pro-inflamatorios, e promove uma resposta Thl em homens
(FAIRWEATHER; FRISANCHO-KISS; ROSE, 2008).
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Alguns estudos com camundongos tém tentado explicar as diferencas na
resposta imune entre machos e fémeas, e como ela se comporta frente ao Pb. Um
destes estudos demonstrou que o0s ratos machos apresentam um infiltrado
inflamatorio predominantemente composto por neutrdéfilos, ao passo que nas fémeas
apenas macréfagos foram encontrados. Os autores levantaram como hipotese de que
o E2 além de produzir uma atividade inibitéria na transicdo C-L, pode ter um efeito
modulador na resposta imune através de uma sintese de citocinas que promovem a
ativacdo dos macrofagos, tendo assim um importante papel no padrao de resposta do
hospedeiro (ARISTIZABAL et al., 1998).

Aristizabal et al. (2002) relataram que os machos apresentaram uma infeccao
progressiva, com intenso infiltrado inflamatério crénico, formacdo de granulomas e
presenca de leveduras, ao passo que as fémeas mostraram uma restricdo a
proliferacdo e progressao da doencga, e exibiram uma pequena reacao inflamatoéria e
auséncia de leveduras. Os animais castrados exibiram baixa capacidade de restringir
a progressdo da doenca, através de uma ligeira reacdo inflamatéria contendo
linfécitos, plasmaocitos, auséncia de granulomas e leveduras. Os ratos machos
castrados e reconstituidos inversamente com 17B-Estradiol tiveram uma infeccao
inicialmente restrita, mas progressiva doenca ap0s a infeccao, e apresentaram intenso
infiltrado inflamatério crénico, granulomas frouxos, CGMs e abundantes leveduras.
Finalmente, as fémeas castradas e reconstituidas inversamente com testosterona nao
apresentaram capacidade para restringir a doenca, e mostraram granulomas densos,
células epitelioides e CGMs, além de pequenas leveduras presentes. Concluiram que
a mudanca no ambiente hormonal por castracédo ou reconstituicao inversa resulta em
falta de protecdo contra o Pb. Este mesmo estudo indicou que o sistema imunoldgico
age de forma diferente entre os sexos sendo que, nas fémeas, o ambiente hormonal
pode promover a sintese e liberagao de citocinas pelas células T e B, e que o 173-
Estradiol quando em niveis fisioldgicos contribuem para a ativacdo dos macréfagos.
Também foi relatado o beneficio do 17p-Estradiol no efeito de aumentar a resisténcia
da resposta imune inata, sO € relevante quando a infecgéo € iniciada por conidios ou
micélios e, uma vez adquirida a infec¢do, os horménios ndo parecem ter nenhuma
relevancia.

Além disso, os efeitos dos hormbnios parecem ser dose-dependentes, onde
em diferentes condi¢cdes hormonais sdo esperadas diferentes respostas. Isto ficou

evidenciado pelo fato de que as fémeas normais se mostraram resistentes ao
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desenvolvimento da infeccdo, enquanto 0s animais castrados ndo conseguiram
restringir a progressado da doenca. Também foi notado que as fémeas castradas
apresentaram menor resisténcia aos fungos demonstrando que o horménio é
importante na defesa inata do hospedeiro, como nos casos das fémeas normais
(ARISTIZABAL et al., 2002).

Um estudo foi realizado para avaliar a diferenga na resposta imune entre
camundongos machos e fémeas frente ao Pb. Utilizando-se de cultura de células do
baco que foram infectadas com paracoccina, encontraram que nas fémeas ha uma
alta producdo de INF-y, citocina caracteristica da resposta Thl, e que nos machos
sdo encontrados niveis mais elevados de IL-10, uma citocina tipica da resposta Th2.
Para os animais castrados e reconstituidos inversamente, verificaram que as células
produziram as citocinas do hormonio reconstituinte e ndo do sexo. Além disso, a carga
fungica no figado e pulmdes de camundongos machos foi significativamente maior do
que em fémeas, sugerindo que os hormdnios controlam o desenvolvimento das
leveduras. A possivel diferenca nas funcdes fagocitica e fungicida entre macrofagos
de machos e fémeas e o efeito estimulante da paracoccina sobre os macréfagos
também foram avaliados neste mesmo estudo. Ndo foram encontradas diferencas
quanto a funcao fagocitica, mas a atividade fungicida dos macréfagos das fémeas foi
superior devido a uma liberagdo de 6xido nitrico em niveis 50% maior neste grupo.
Sugeriram como hipbétese que o E2 aumenta a glicosilacdo das proteinas da
membrana, conduzindo a um aumento do nivel de glicano na superficie celular dos
macréfagos, resultando no aumento de ligagcdo da lecitina fungica e aumento
producédo de 6xido nitrico 50% maior nas fémeas. A paracoccina foi capaz de estimular
0s macroéfagos de ambos 0s sexos, mas sendo a resposta das fémeas maior (PINZAN
et al., 2010).

McEwen et al. (1987) realizaram um estudo em 83 camundongos de ambos
0S sexos que haviam sido infectados com o Pb por via intranasal. Os animais foram
sacrificados em intervalos de até 6 meses e os resultados revelaram que a infeccéo
se mostrou progressiva, indicando um nimero crescente de fungos viaveis. Também
foi notado que as fémeas apresentaram um maior numero de unidades formadoras de
colbnias (UFC) apos 2 e 4 meses da inoculagédo. Os demais periodos de sacrificio que
foram analisados n&o revelaram diferencas significativas entre os sexos. Os autores
concluiram que existe uma clara diferenca na susceptibilidade dos animais em relacéo

ao sexo, porém atribuiram os resultados ao fato de que os camundongos podem néo
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ser 0os animais mais adequados para demonstrar o efeito protetor exercido pelos
horménios.

Os resultados até o0 momento sdo controversos, mas apontam para uma
evidente influéncia do ambiente hormonal sobre os tipos de citocinas liberadas e o
padrdo de resposta imune que serd desenvolvido. Por se tratar de uma doenca
endémica na regido de Alfenas — MG e constituir-se num problema de saude publica
e que afeta trabalhadores durante sua fase produtiva, podendo inclusive levar a morte,
€ importante buscar uma melhor compreensao dos efeitos dos hormdnios femininos
sobre a patogénese da PCM. A obtencdo de novas informagdes podera ajudar a
esclarecer porque existe uma predilecdo tdo maior pelo género masculino e, a partir
deste ponto, contribuir para o desenvolvimento de possiveis métodos de prevencao e

tratamento desta doenca.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram avaliar a expressdo imuno-
histoquimica dos receptores de estrogeno alfa, progesterona, CD163 e Anti-Pb em
fragmentos de biépsias de lesdes bucais da PCM crbénica e comparar as possiveis

correlagOes entre as expressdes desses receptores e as eventuais diferencas entre
mulheres e homens.
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4 MATERIAL E METODOS

O material e métodos desta dissertacdo abordara os seguintes assuntos:
questbes éticas; casuistica, selecdo e preparo da amostra; analise microscopica
qualitativa; reacdo imuno-histoquimica; andlise imuno-histoquimica e andlise

estatistica.

4.1 Questdes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo

seres humanos da Unifal-MG, sob o protocolo 2.073.701 (Anexo).

4.2 Casuistica, selecao e preparo da amostra

As amostras incluidas neste estudo foram obtidas dos arquivos do Laboratorio
de Anatomopatologia Bucal da Universidade Federal de Alfenas (Unifal-MG), cujos
diagnosticos foram estabelecidos no periodo de 1997 a 2015. Todos 0s casos com
diagndstico definitivo de paracoccidioidomicose foram levantados e revistos por 2
patologistas experientes (JACH e AACP). Os dados demogréficos dos pacientes
foram extraidos das fichas de exame anatomopatolégico enviadas pelos profissionais
juntamente com a biopsia para fins de diagndstico.

Foram estabelecidos os seguintes critérios de inclusao:

1) Tecido emblocado em parafina e em bom estado para analise histoldgica;

2) Diagnostico de PCM baseado na presenca de hiperplasia pseudoepiteliomatosa;
areas de microabscessos; presenca de CGMs e estruturas esféricas com membrana
birrefringente compativeis com o Pb (SILVA et al., 2007) (FIGURAS 3 e 4).

Inicialmente, foram selecionados 16 casos em pacientes do género feminino
gue preenchiam os critérios acima descritos. Em seguida, selecionou-se outros 16
casos de pacientes do género masculino que foram pareados levando-se em conta
idades semelhantes. Todos os dados foram analisados sem conhecimento prévio dos

dados clinicos dos pacientes.



Figura 3 - Aspectos microscopicos da PCM: infiltrado inflamatdrio mononuclear intenso
e difuso; presenca de CGMs inflamatoérias (*).
Fonte: Do autor.

Figura 4 - Aspectos microscépicos da PCM: Em maior aumento, observam-se CGMs (*);
estruturas esféricas com parede birrefringente, compativeis com o fungo Pb
(setas), espalhados pelo tecido conjuntivo ou no interior das CGMs.

Fonte: Do autor.
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4.3 Analise microscopica qualitativa

Foram confeccionados cortes microscopicos de 5 micrometros (um) obtidos a
partir de biopsias de fragmentos de mucosa bucal dos 32 pacientes que foram
selecionados. Em seguida, realizou-se a coloracdo pela técnica da Hematoxilina e
Eosina, seguindo-se os procedimentos histotécnicos de rotina do Laboratério de
Anatomopatologia da Unifal-MG, e procedeu-se a montagem em laminas de vidro para
rotina.

A analise microscopica foi realizada sem o conhecimento prévio dos dados
clinicos dos pacientes, utilizando-se um microscopio 6ptico binocular (AxioLab - Carl
Zeiss, Gottingen, Alemanha). Os granulomas foram classificados em densos e
frouxos, conforme preconizado por Abreu e Silva et al. (2013). Para ser considerado
um granuloma frouxo (F), o0s cortes histolégicos deveriam apresentar
necessariamente: presenca de areas de microabscessos, necrose, edema e fungos
dispersos no tecido. Para o granuloma denso (D), foram considerados os seguintes
critérios: a presenca de CGMs, células epitelioides e macrofagos organizados
centralmente; linfocitos na periferia e areas de colagenizacdo mais periférica
(FIGURAS 5 e 6).
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Figura 5 - Aspectos microscopicos do granuloma denso: presenca de CGMs, células
epitelioides, macrofagos, linfécitos e areas de colagenizagéo (seta).
Fonte: Do autor.

Figura 6 - Aspectos microscépicos do granuloma frouxo: presenga de fungos dispersos nos
tecidos, areas necrose, microabscessos e edema (seta).
Fonte: Do autor.
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4.4 Reagado imuno-histoquimica

As reacbes imuno-histoquimicas foram realizadas manualmente conforme
descrito por Norton; Jordan; Yeomans, (1994), seguindo o protocolo do Laboratorio
de Patologia do Instituto Adolfo Lutz (S&do Paulo-SP).

Foram utilizados para as rea¢des imuno-histoquimicas 4 cortes microscopicos
de 3 ym de espessura, sendo montados 2 cortes em cada lamina de vidro silanizada,
tomando-se o cuidado para manter uma distancia entre os cortes, evitando assim
possiveis reacfes indesejaveis.

Inicialmente foi efetuada a desparafinizagdo com xilol (Panreac Quimica
S.L.U, ref. 131769.1611, Barcelona, Espanha), a 60 °C em estufa de secagem e a
temperatura ambiente por 20 minutos cada etapa, seguidos de etanol seriado
decrescente (Merck, ref. 1.00983.1000, Darmstadt, Alemanha) por 5 minutos em cada
cuba na cabine de seguranca quimica. Em seguida, procedeu-se a lavagem das
laminas em &gua corrente e destilada. A recuperacdo do antigeno foi realizada com
solu¢do tampéo citrato 10 mM pH 6,0 (acido citrico monoidratado, 1.00244.1000,
Citrato de tri-sodio, 1.06448.1000, Merck, Darmstadt, Alemanha), no cooktop até a
ebulicdo na panela de pressao (Rochedo, A La Carte 4 % litros). A panela foi fechada
e aguardou-se a liberagcdo do vapor saturado. Foram cronometrados 3 minutos, a
panela foi esfriada sob agua corrente até a despressurizacdo total e procedeu-se a
lavagem das laminas em agua corrente e destilada.

Em seguida, realizou-se o bloqueio da peroxidase endégena com solucéo
aquosa de peréxido de hidrogénio a 6% (Quimesp, ref. P011.09.201, Guarulhos, Sao
Paulo), com 4 trocas de 5 minutos cada. Lavagem em &agua corrente, destilada e
solucéo salina tamponada com fosfatos (PBS-phosphate buffered saline) 10 mM pH
7,4 por 5 minutos. Foram aplicados os anticorpos primarios (TABELA 1), diluidos em
tampéao PBS contendo soroalbumina bovina (BSA) 1% (Inlab, ref. 1870, Sao Paulo) e
azida sodica a 0,1% (Merck, ref. 6688, Rio de Janeiro), em diluicbes previamente
estabelecidas. Realizou-se a incubacao durante 30 minutos a 37 °C na estufa e por
18 horas em geladeira a 5 °C em camara Umida. Foi processada a lavagem em
tampédo PBS com 3 trocas de 3 minutos cada e as laminas foram incubadas com o
NovoLink (NovoLink Max Polymer, Leica Biosystems Newcastle Ltd, RE7280-k,

Newcastle Upon Tyne, Reino Unido) por 30 minutos a 37° C. Foi executada a lavagem
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com tamp&o PBS com 3 trocas de 3 minutos cada e incubagdo das laminas com
NovoLink Polymer do kit por 30 minutos a 37° C.

Apos esta etapa, procedeu-se a lavagem em tampao PBS com 3 trocas de 3
minutos cada e entdo as laminas foram incubadas em solucdo substrato cromdgeno:
100 mg de 3,3’ Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) (Sigma, D-5637, St Louis,
MO, EUA); 1 mL Dimetilsulfoxido (J T Baker, 9224-03, Center Valley, PA, EUA); 1 mL
H202 6%; 100 mL PBS; por 5 minutos a 37 °C, ao abrigo da luz. Em seguida, realizou-
se a lavagem em agua corrente com agua destilada e efetuou-se a contracoloracéo
com Hematoxilina de Harris por 30 segundos. Procedeu-se a lavagem em agua
corrente, destilada e diferenciacdo em dgua amoniacal por 3 segundos. Foi realizada
a lavagem em agua corrente, destilada e desidratacdo em etanol seriado crescente e
xilol na cabine de seguranca quimica. Foi efetuada a montagem das laminas com
laminula e Entellan (Merck, 1.07961, Alemanha) em cabine de seguranca quimica, e
finalmente a inativacéo da solucdo de DAB que foi descartada conforme as normas
do Instituto Adolfo Lutz. Como controles positivos foram utilizados tecidos de
carcinoma ductal de mama, para o ER1 e PR, tonsila para o CD163 e um fragmento
de PCM bucal para o Anti-Pb. Como controles negativos, utilizou-se os mesmos cortes

omitindo-se o0s anticorpos primarios.

Tabela 1 — Anticorpos primarios utilizados.

Marcador Anticorpo Diluicao Fabricante
ER1 SP1 monoclonal 1:100 Thermo Fischer Scientific
em coelho Neomarkers, RM9101-S,
Fremont, CA, EUA
PR PgR636 1:200 Dako, M3569, Glostrup
monoclonal em Dinamarca
camundongo
CD163 10 D6 1:500 Vector Labs cat#VP-C374,
Burlingame, CA, EUA
Pb Policlonal 1:200 Instituto de Medicina Tropical

de Sao Paulo, SP, Brasil

Fonte: Do autor
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4.5 Analise imuno-histoquimica

As laminas coradas pelos marcadores ER1, PR, CD163 e Anti-Pb foram
analisadas em microscopio Optico binocular (AxioLab - Carl Zeiss, Gottingen,
Alemanha) com objetivas de 10X, 20X e 40X, percorrendo toda a extensdo do corte.
Com o auxilio de um programa de captura de imagens (AxioVision Rel. 4.8.2- Carl
Zeiss, Gottingen, Alemanha), foram capturados 10 campos consecutivos de cada
amostra (FIGURAS 7 e 8). Para a aquisicado destas imagens, utilizou-se uma camera
fotografica digital (AxiocamMRc 1.4 Mb - Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) que estava
acoplada ao um microscépio Optico binocular (AxioLab - Carl Zeiss, Gottingen,
Alemanha) contendo uma lente objetiva N-Achroplan de 40X/0,65; resultando num
aumento final de 400X.

As imagens capturadas foram analisadas por um examinador sem que 0
mesmo tivesse acesso aos dados clinicos dos pacientes. Para os ER1 e PR, o grau
de imunopositividade foi determinado através de um indice semiquantitativo, onde foi
considerada a densidade de marcacdo nuclear e citoplasmatica para o ER1 e a
marcacao nuclear para o PR. Foram utilizados os seguintes escores: 0 - auséncia de
marcacgao; 1 - marcacao discreta ou fraca; 2 - marcacdo moderada e 3 - marcacao
forte; como proposto por Giinhan et al. (1998).

As andlises para o CD163 foram desenvolvidas como proposto por Parise-
Fortes et al. (2006), considerando-se a porcentagem de células inflamatorias
positivas: 0 — negativo, auséncia de células imunomarcadas; 1 — leve, de 10-30% de
células imunopositivas; 2 — moderada, de 40-60%; e 3 — intenso, de 70-100%.

A quantificacdo dos fungos foi realizada através da imunomarca¢do com o
Anti-Pb nos 10 campos que haviam sido capturados. Foi realizada uma somatoria dos
valores obtidos em cada campo e em seguida foi realizada a média aritmética para se
chegar a um valor unico. Somente foram quantificados os fungos considerados viaveis
e que apresentavam sua morfologia totalmente preservada. Quando houve células em
estagio reprodutivo por gemulagéo, estas foram contadas como apenas uma unica

célula, como preconizado por Batista; Soares; Lara, (2005).
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Figura 7 - llustrag&do da captura dos campos utilizando o software AxioVision Rel 4.8.2 (Carl
Zeiss, Jena, Alemanha).
Fonte: Do autor.
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Figura 8 - llustragdo do imunomarcador ER1 capturado com o software AxioVision Rel 4.8.2
(Carl Zeiss, Jena, Alemanha).
Fonte: Do autor.
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4.6 Andlise estatistica

Os registros das informacgdes demograficas e microscopicas dos pacientes
foram armazenados num banco de dados, elaborado numa planilha eletrénica do
Microsoft Excel.

Para os imunomarcadores ER1, PR, CD163 e Anti-Pb, as imagens foram
inicialmente capturadas e em seguida analisadas por um examinador com um
intervalo de 30 dias entre as duas avaliacbes. O grau de concordancia para a
repetibilidade foi estimado pelo coeficiente Kappa de Cohen (TABELA 2). A andlise
dos resultados das avaliacées do Anti-Pb, CD163, ER1 e PR das 32 amostras foram

realizadas de maneira independente.

Tabela 2 — Valores coeficiente Kappa.

Kappa (K) Concordancia
<0,00 Pobre
0,0-0,20 Ligeira
0,21-0,40 Consideravel
0,41-0,60 Moderada
0,61-0,80 Substancial
0,81-1,00 Excelente

Fonte: Landis; Koch (1977).

As analises de concordéancia foram realizadas pelo software R (Core Team
2016), pacote Irr: (GAMER; LEMON; SINGH, 2012).

As estatisticas descritivas foram obtidas e as varidveis de interesse foram
testadas pelo teste Mann-Whitney para a comparacdo entre os géneros e pelo
coeficiente de correlacdo de Spearman para a analise entre os diferentes
imunomarcadores em cada género. Também foi empregado o Teste Exato de Fischer
para a andlise estatistica entre os diferentes tipos de granulomas em homens e
mulheres. Todos os testes foram realizados utilizando-se o programa estatistico
BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007), considerando-se um nivel de significAncia de 5%
(p<0,05).
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5 RESULTADOS

No periodo de 1997 a 2015, foram diagnosticados no Laboratério de
Anatomopatologia Bucal da Unifal-MG 81 casos de PCM, de um total de 7592 casos,
perfazendo uma percentagem 1,07%. Destes 81 casos, apenas 32 foram incluidos no
estudo, sendo 16 do género masculino e 16 do feminino, obedecendo-se os critérios
de incluséo ja descritos. A idade minima foi de 21 e a maxima de 79 anos, com uma
meédia de 46,7 anos; sendo que para o género masculino a média foi de 46,2 anos e
47,1 anos para o género feminino. Observou-se também que a faixa etaria mais
prevalente para a PCM foi de 41 a 50 anos (GRAFICO 1).

18
16
14
12

10

Nimero de pacientes

Fod

1

. I

1 1
.--

Faixa etaria

m21-30 m 31-40 W 41-50 [ 51-60 W 61-70 m71-80

Gréfico 1 - Dados demogréficos dos pacientes envolvidos no estudo.
Fonte: Do autor.
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Os resultados das andlises de concordancia obtidos pelo coeficiente Kappa
foram os seguintes: Anti-Pb K= 0,7856; CD163 K= 0,775; ER1 K= 1 e PR k= 0,9556.
A média geral de concordancia se mostrou substancial para o Anti-Pb e o CD163, e
excelente para os marcadores ER1 e PR.

Inicialmente foi realizada a andlise dos resultados obtidos para a classificagédo
dos granulomas em frouxo e denso. Houve predominancia dos granulomas frouxos
em ambos 0s géneros, sendo que em mulheres eles representaram 81,25% (13/16
casos) e nos homens 62,50% (10/16 casos). Foi realizada a analise estatistica pelo
Teste Exato de Fischer para avaliar a diferenca entre os géneros, no entanto esta nao
se mostrou significativa (p=0,4331). Os granulomas também foram avaliados com
relacdo aos imunomarcadores ER1, PR, CD163 e Anti-Pb através do teste de Mann-
Whitney, no entanto ndo apresentou nenhum resultado significativo.

Os resultados das analises imuno-histoquimicas dos marcadores ER1, PR,
CD163 e Anti-Pb para homens e mulheres, bem como sua mediana e o valor de p
estdo descritos na Tabela 3. Analisando-se inicialmente a expressdo do
imunomarcador ER1 entre mulheres e homens, verificou-se que o ER1 foi expresso
apenas nas mulheres, sendo positivo em 4 casos (25%). No entanto, a mediana para
ambos os géneros foi de 0 e o teste de Mann-Whitney néo revelou diferenca estatistica
entre os géneros (p= 0,2278). Comparando-se a expressao do marcador PR entre
mulheres e homens, verificou-se que o imunomarcador foi expresso em ambos 0s
géneros, sendo que a mediana para as mulheres foi de 0,25 e a dos homens de 0,10.
Entretanto esta diferenca ndo se mostrou ser significativa entre os géneros (p=
0,4856) (Tabela 3).

Quando se comparou a expressdo do marcador CD163 entre mulheres e
homens, verificou-se que a mediana para ambos os géneros foi de 3,0 e os testes
estatisticos ndo revelaram nenhuma diferenga para este imunomarcador (p= 0,9699).
Analisando-se a expressdo do imunomarcador Anti-Pb entre mulheres e homens,
verificou-se que as mulheres apresentaram uma mediana de 9,15 e os homens de
7,20 para a quantidade de fungos, no entanto esta diferenga ndo se mostrou ser
significativa (p= 0,8802) (TABELA 3).
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Tabela 3 - Mediana dos anticorpos ER1, PR, CD163 e Pb em mulheres e homens e seu respectivo

valor p.

Marcador Mulheres Homens p*
ER1 0,0 0,0 0,2278
PR 0,25 0,10 0,4856

CD163 3,0 3,0 0,9699
Pb 9,15 7,20 0,8802

Fonte: Do Autor
Legenda: * valor de p obtido pelo teste de Mann-Whitney

Quando se comparou a andlise entre os imunomarcadores ER1 M/H
(Mulheres + Homens) em relagéo ao Anti-Pb M/H (Mulheres + Homens), verificou-se
que houve uma correlacdo positiva (r=0,4597), que foi significativa (p=0,0081)
(GRAFICO 2). O aumento da expressio deste hormonio esteve relacionado com um
maior numero de fungos, exceto para um caso, onde o alto numero de fungos néao
esteve correlacionado com a expressao do ER1. As Figuras 9 e 10 ilustram os
imunomarcadores ER1 e Anti-Pb.

r=0,4597, p=0,0081
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Gréfico 2 — Representacao gréafica da dispersédo do ER1 e do Anti-Pb em
ambos o0s géneros com o coeficiente de correlagdo de
Spearman e sua significancia.

Fonte: Do autor.
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Fonte: Do autor
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Fonte: Do autor
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Analisando-se a expressdo dos marcadores ER1 e Anti-Pb em mulheres,
verificou-se que houve uma correlacao positiva (r=0,6844) e que foi significativa para
os imunomarcadores (p=0,0034). O grafico 3 demonstra que a maior expressao do
ER1 esteve relacionada com uma maior quantidade de fungos expressos pelo Anti-
Pb. Notamos também que os casos com menor quantidade de fungos relacionavam-

se com a auséncia de expresséo pelo imunomarcador.

r=0,6844, p=0,0034
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Gréfico 3 — Representacédo gréfica da dispersdo do ER1 e do Anti-Pb em
mulheres com o coeficiente de correlagdo de
Spearman e sua significancia.

Fonte: Do autor.

Quando se comparou a analise entre os imunomarcadores ER1 em relacéo
ao PR em mulheres e homens, verificou-se que houve uma correlagdo positiva
(r=0,2232), porém sem significancia estatistica (p=0,2195) (GRAFICO 4). Podemos
notar também que em alguns casos o0 PR esteve expresso em niveis mais altos, mas
o ER1 nédo foi expresso. Sendo assim o aumento dos niveis de ER1 ndo se
correlacionou com o aumento dos niveis de PR. A Figura 11 ilustra o imunomarcador
PR.
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Gréfico 4 — Representacédo gréfica da dispersdo do ER1 e do PR em
ambos 0s géneros com o coeficiente de correlacdo de
Spearman e sua significancia.

Fonte: Do autor.

Quando se comparou a analise entre os imunomarcadores ER1 em relacdo
ao CD163 em mulheres e homens, verificou-se que houve uma correlacao positiva
(r=0,2487), mas sem significancia estatistica (p=0,1697) (GRAFICO 5). Notamos que
0 aumento da expressao do ER1 n&o se correlacionou com uma maior marcagao pelo
CD163. A Figura 12 ilustra o imunomarcador CD163.
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Gréfico 5 — Representacao gréafica da dispersdo do ER1 e do CD163 em
ambos o0s géneros com o coeficiente de correlacdo de
Spearman e sua significancia.

Fonte: Do autor.



Figura 11 - Expresséo imuno-histoquimica do anticorpo PR.
Fonte: Do autor

Figura 12 - Expresséo imuno-histoquimica do anticorpo CD163.
Fonte: Do autor.
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Comparando-se a expressdo dos imunomarcadores ER1 em relacdo ao PR
em mulheres, verificou-se que em trés casos ambos os marcadores foram
expressos. O PR foi expresso em outros seis casos (alguns com scores repetidos)
onde o ER1 n&do se mostrou positivo. Também notamos que em apenas um caso
o ER1 foi positivo e o PR negativo. Ndo houve diferenca estatistica entre os
imunomarcadores (r=0,1944, p= 0,4706) (GRAFICO 6).
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Gréfico 6 — Representacao gréfica da dispersdo do ER1 e do PR em
mulheres com o coeficiente de correlagdo de
Spearman e sua significancia.

Fonte: Do autor.

Analisando-se a expressdo do imunomarcador ER1 em relacdo ao CD163 em
mulheres, verificou-se que nos casos onde o ER1 esteve expresso, os valores do
CD163 se encontraram entre 2,9 e 3,0. O aumento da expressao do ER1 esteve
relacionado com uma maior intensidade de marcacdo do CD163, porém esta nao
demonstrou uma correlagéo significativa entre os imunomarcadores (r=0,3762, p=

0,1508) (GRAFICO 7).
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Gréfico 7 - Representacao grafica da dispersdo do ER1 e do CD163 em
mulheres com o coeficiente de correlacdo de

Spearman e sua significancia.
Fonte: Do autor.

Analisando-se a expressdo do marcador PR M/H em relagéo ao Anti-Pb
M/H, notamos que a correlagdo entre os marcadores se mostrou ligeiramente
positiva (r=0,0385), no entanto nado foi significativa (p=0,8348). Observamos
também que o aumento da expressdo do PR nem sempre esteve relacionado ao
aumento do namero de fungos, sendo que nos dois casos que apresentaram maior
expressado do Anti-Pb, o PR nédo esteve expresso. Além disso, alguns casos onde o
PR esteve mais expresso a quantidade de fungos se mostrou baixa, evidenciando

assim a falta de correlacéo entre os marcadores (GRAFICO 8).
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Gréfico 8 — Representacdo gréafica da dispersdo do PR e do Anti-Pb em
ambos os géneros com o coeficiente de correlacdo de
Spearman e sua significancia.

Fonte: Do autor.
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Nos graficos 9 e 10, ilustramos a comparagdo entre as expressdes dos
imunomarcadores PR em relacdo ao Anti-Pb, em mulheres e homens,
respectivamente. Em mulheres, verificamos que nos casos com maior quantidade de
fungos (mais do que 10) ndo houve uma distribuicdo uniforme, sendo que em alguns
casos 0 PR foi expresso e em outros ndo. A correlagdo se mostrou negativa (r= -
0,0324), no entanto esta nao foi significativa (p=0,9052). Sendo assim, ndo podemos
afirmar que o aumento da expressdo de PR esta relacionado com uma menor
quantidade de fungos. Em homens, quando o PR foi correlacionado com o Anti-Pb,
notamos que nos casos onde o PR n&o foi expresso que a quantidade de fungos era
pequena (menor que 10 fungos), exceto para um caso que apresentou uma alta
marcacao pelo Anti-Pb. A correlagdo entre os marcadores se mostrou positiva
(r=0,1495), porém nao foi significativa (p=0,5806).
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Gréfico 9 — Representacao gréafica da dispersdo do PR e do Anti-Pb em
mulheres com o coeficiente de correlacdo de
Spearman e sua significancia.

Fonte: Do autor.
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Gréfico 10 — Representacao grafica da dispersdo do PR e do Anti-Pb em
homens com o coeficiente de correlagdo de
Spearman e sua significancia.

Fonte: Do autor.

Analisando-se a expressdo do marcador PR M/H em relacdo ao CD163 M/H,
verificou-se que, nos casos onde o PR foi expresso, os valores do CD163 se
mantiveram entre 2,4 e 3,0; havendo uma maior predominancia para os escores 3,0.
A correlacdo entre os marcadores se mostrou positiva (r=0,1322), porém nao se
mostrou significativa (p= 0,4708) (GRAFICO 11).
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Gréfico 11 — Representacgéo grafica da dispersdo do PR e do CD163 em
ambos os géneros com o coeficiente de correlagdo de
Spearman e sua significancia.

Fonte: Do autor.
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A analise da expressdo do marcador PR em relagdo ao CD163 em mulheres,
demonstrou que os maiores valores expressos pelo PR estiveram relacionados com
uma menor marcacao pelo CD163. Notamos também que em alguns casos o0 CD163
apresentou score 3,0 e que o PR nado foi expresso. A correlacdo entre 0s
imunomarcadores se mostrou ligeiramente negativa (r= -0,075), no entanto nao foi
significativa (p=0,7824) (GRAFICO 12).
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Gréfico 12 — Representacao grafica da dispersdo do PR e do CD163 em
mulheres com o coeficiente de correlagdo de
Spearman e sua significancia.

Fonte: Do autor.

Analisando a expressdo do marcador PR em relacédo ao CD163 em homens,
notamos que a maioria dos scores do CD163 foi proximo a 3,0 independentemente da
expressao do PR. O coeficiente de correlagdo de Spearman nao revelou significancia
entre os imunomarcadores (r=0,3540, p= 0,1785) (GRAFICO 13).
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Gréfico 13 — Representacgéo grafica da dispersdo do PR e do CD163 em
homens com o coeficiente de correlagdo de
Spearman e sua significancia.

Fonte: Do autor.

Comparando-se a expressao do marcador CD163 M/H em relacao ao Anti-Pb
M/H, verificou-se que os maiores valores para o CD163, nem sempre estiveram
relacionados com a maior quantidade de fungos. A correlagdo se mostrou positiva,
porém nao foi estatisticamente significativa entre os imunomarcadores (r= 0,2413, p=
0,1834) (GRAFICO 14).
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Gréfico 14 — Representagao grafica da dispersdo do CD163 e do Anti-Pb
em ambos os géneros com o coeficiente de correlacéo de
Spearman e sua significancia.

Fonte: Do autor.
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Analisando-se a expressao entre os imunomarcadores CD163 e Anti-Pb em
mulheres, verificou-se que os maiores valores para o CD163 estiveram relacionados
com a maior quantidade de fungos, com excecéo para um caso gue apresentou um
score de 2,6 para o CD163 e esteve associado a uma maior quantidade de fungos.
N&o houve correlacéo significativa (r= 0,1621, p= 0,5486) (GRAFICO 15).
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Gréfico 15 — Representacao grafica da dispersdo do CD163 e do
Anti-Pb em mulheres com o coeficiente de correlacdo
de Spearman e sua significancia.

Fonte: Do autor.
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Analisando-se a expressao do marcador CD163 em relacdo ao Anti-Pb em
homens, verificou-se que o0s maiores valores para o CD163, em sua maioria,
estiveram relacionados com a maior quantidade de fungos. A correlacdo mostrou-se
positiva (r=0,3081), porém néo foi significativa (p= 0,2456) (GRAFICO 16).
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Gréfico 16 — Representacgéo grafica da dispersdo do CD163 e do
Anti-Pb em homens com o coeficiente de correlacao
de Spearman e sua significancia.

Fonte: Do autor.
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5 DISCUSSAO

A PCM apresenta uma alta prevaléncia no Brasil, sobretudo na regido sudeste
(ARANTES et al., 2016; MARTINEZ, 2015; SIFUENTES-OSORNIO; CORZO-LEON;
PONCE-DE-LEON, 2012). Essa doenca é endémica na regido Sul de Minas Gerais e,
recentemente, um estudo realizado em Alfenas demonstrou que 46,67% de seus
participantes apresentaram reatividade positiva ao teste intradérmico (MAGALHAES
et al., 2014). A presenca de um solo fértil e um grande nimero de trabalhadores no
campo que cultivam o solo sé&o alguns dos fatores que podem ajudar a explicar a alta
incidéncia desta doenca na regiao (SILVA et al., 2007). Também €é notado um amplo
predominio para o desenvolvimento da PCM crdnica em individuos com a faixa etaria
entre 30-60 anos (SHANKAR et al., 2011). Neste estudo, dos 32 casos de PCM
selecionados, 29 se encontraram nesta faixa etéria, evidenciando um maior
acometimento da doenca para adultos jovens.

Conforme foi descrito na metodologia, houve um pareamento entre 0s
géneros e a quantidade de pacientes homens e mulheres selecionados foi igual neste
estudo. Entretanto, se considerarmos a quantidade total de pacientes diagnosticados
com PCM no Laboratério de Anatomopatologia Bucal da Unifal-MG desde 1997, é de
81 casos, sendo 65 casos em homens e 16 em mulheres, levando a uma razdo de
4:1, demonstrando um maior acometimento em homens, em conformidade com outros
estudos (MARTINEZ, 2015; RESTREPO et al., 2006; SHANKAR et al., 2011;
SIFUENTES-OSORNIO; CORZO-LEON; PONCE-DE-LEON, 2012).

Todos os casos foram diagnosticados exclusivamente pela presenca de
lesBes orais, seguindo-se 0s critérios microscopicos descritos por Abreu e Silva et al.
(2013). Inicialmente foram avaliados e classificados os tipos de granulomas, onde foi
observada uma predominancia para granulomas frouxos em relacédo aos densos em
ambos os géneros. No entanto, a variavel género n&o influenciou no tipo de granuloma
formado (p= 0,4331). Também ndo foram encontrados resultados significativos
guando os tipos de granulomas foram avaliados com os imunomarcadores ER1, PR,
CD163 e Anti-Pb. Alguns estudos demonstraram que uma menor quantidade de
fungos é encontrada em granulomas densos e maiores quantidades de fungos em
granulomas frouxos (BORGES-WALMSLEY et al., 2002; MAMONI; BLOTA, 2005;
PARISE-FORTES et al., 2011; SHIKANAY-YAKSUDA et al., 2006). No entanto, n0osso

trabalho n&o revelou nenhuma correlacao entre o tipo de granuloma com a quantidade
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de fungos, assim como os estudos de Abreu e Silva et al. (2013), Carli et al. (2016) e
Pedreira et al. (2016). A auséncia de correlagdo com o ER1 e o PR pode indicar que
os horménios ndo sejam determinantes no tipo de granuloma a ser formado. As
influéncias do microambiente (MANTOVANI et al., 2004) e susceptibilidade ou
resisténcia do hospedeiro frente ao fungo (BURGER et al., 2013) tém sido descritos
como o0s principais fatores que podem influenciar na formagéo desses granulomas.

O estrégeno e a progesterona sao moléculas hidrofébicas reguladoras que se
ligam aos seus receptores intracelulares, resultando em um composto de horménio-
receptor, que € transportado para o ndcleo e d& inicio a sintese de uma proteina
especifica (SHANKAR et al., 2011). Esses horménios podem atuar na resposta imune
e contribuir para a evolugcdo de algumas doencas infecciosas tropicais como
amebiase, leishmaniose e PCM (BERNIN; LOTTER, 2014). Nosso estudo revelou que
0 estrogeno esteve expresso em apenas algumas mulheres, sendo positivo em 25%
dos casos.

Existem dois subtipos diferentes de ER chamados ER1 e ER2 (STRAUB,
2007); o primeiro ndo foi descrito na mucosa oral normal (GRIMM et al., 2016,
VALIMAA et al.,, 2004), enquanto o segundo foi amplamente encontrado em
queratinécitos orais e glandulas salivares acinares e células ductais (VALIMAA et al.,
2004). Dessa forma, nossos resultados mostraram, pela primeira vez, a presenca de
ER1 em PCM oral e confirmando que a expressado de ER1 pode ser estimulada pela
inflamacédo presente nos tecidos orais, conforme foi mencionado por Valimaa et al.
(2004). O ER1 apresentou uma densidade de coloragdo predominantemente fraca no
epitélio oral e células inflamatérias, semelhante ao que foi encontrado por Giinham et
al. (1998), que descreveu a expressao de ER1 nestes mesmos tipos celulares, porém
em Lesdes Periféricas de Células Gigantes. No entanto, estes autores observaram
gue algumas células gigantes do tipo osteoclasto também se mostraram positivas para
a expressao do ER1, em contraste com nossas descobertas observadas na PCM oral.
A distinta expressdo de ER1 nas CGMs pode ser explicada devido a diferentes
fenétipos, uma vez que as CGMs na PCM oral sdo predominantemente CD163+ e
constituida por macrofagos M2 (PEDREIRA et al., 2016).

Alguns fungos patogénicos podem sofrer efeito dos varios horménios do
hospedeiro e assim estes horménios podem exercer um efeito direto no
desenvolvimento dessas doencas (SHANKAR et al.,, 2011). Dessa forma, nossos

resultados revelaram uma correlacéo positiva significativa entre ER1 e quantidade de
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fungos para as mulheres (r = 0,6844, p = 0,0034), ou seja, a maior expresséo de ER1
foi associada com um maior numero de fungos no tecido oral. Esta bem estabelecido
gue a resisténcia das mulheres adultas para desenvolver a PCM é devido a inibicédo
que o0 estrégeno exerce sobre a transicdo da forma de micélio para levedura
(RESTREPO et al., 1984); no entanto, ap0s o inicio da doenca, esse horménio ndo
demonstrou exercer qualquer efeito inibitério sobre o crescimento dos fungos
(ARISTIZABAL et al.,, 2002), corroborando com nossos resultados. Além disso, a
maior resisténcia das mulheres contra processos infecciosos tem sido atribuida a alta
producdo de anticorpos (STRAUB, 2007), porém, na PCM a hipergamaglobulinemia
assume apenas papel coadjuvante e nao é efetiva para eliminar o Pb (ABREU E SIVA
et al., 2013).

O 17 B-estradiol (E2) € o mais ativo dos hormbnios estrogenos, sendo o
principal responséavel pela inibicdo da transicdo M-L (RESTREPO et al., 1984). Além
deste efeito direto sobre os fungos, ele apresenta um potencial para modular as
respostas inflamatérias de células Thl e Th2 (LAMBERT et al., 2004). O E2 também
demonstrou possuir um efeito anti-inflamatorio nas diferentes células mediadas por
seu receptor ER1, como a redu¢édo do TNF-a e da IL-6 e aumento da IL-4 (LAMBERT
et al., 2004; SANTOS et al., 2017). A presenca destas citocinas no ambiente favorece
uma polarizacdo em direcdo a uma resposta imune padrédo Th2, que se caracteriza
pela baixa liberacdo de citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1 B e IL-6; ativacdo de
macrofagos M2 estimulados pelas IL-4 e IL-13; e a maior producéo de citocinas anti-
inflamatérias IL-10, TGF-B e arginase-1 (MOSSER; EDWARDS, 2008).

Tem sido descrito que macréfagos ndo polarizados expressam tanto ER1
guanto o ER2 (CAMPESI et al., 2017; KHAN et al., 2005). No entanto, o E2 estimula
somente a expressdo do ER1 em macréfagos e ndo tem nenhum resultado sobre
niveis ER2 neste tipo de células (LAMBERT et al., 2004; 2005; MURPHY et al., 2009).
Além disso, sob o estimulo das IL-4 e IL-13, os macrofagos M2 exibiram um aumento
transitorio nos niveis de RNAm do ER1 (LAMBERT et al., 2004; TONIOLO et al.,
2015). Uma vez que os macrofagos M2 sdo as principais células inflamatérias
presentes na PCM oral (CARLI et al., 2016) e o microambiente Th2 é predominante
em pacientes com a PCM doenca (MAMONI; BLOTTA, 2015), o estrégeno pode ter
um papel fundamental na modulacdo da resposta imune através dos ERIL,
contribuindo para a manutencdo da PCM ap0s o seu inicio, tanto em homens quanto

em mulheres.
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O outro hormonio esteroide avaliado neste estudo foi a progesterona e,
contrariamente ao ER1, este hormonio esteve expresso em ambos 0s géneros.
Apesar das mulheres terem apresentado maior nimero de casos e medianas das
marcacfes mais altas, ndo houve diferenca estatistica entre os géneros (p= 0,4856).
As marcacdes exibiram coloracbes predominantemente fracas sobre células
inflamatorias. Resultados semelhantes foram encontrados por Khan et al. (2005), que
evidenciaram a fraca expressdo da PR em macrofagos CD68. Contrariamente aos
nossos achados, outros estudos ndo conseguiram detectar a presenca de PR em
LesbGes Periféricas de Células Gigantes (GUNHAM et al., 1998; WHITAKER;
BOUQUOT, 1994). Contrastando com o ER1, a expressédo de PR n&o apresentou
nenhuma correlacdo com a quantidade de fungos presentes nos tecidos (p = 0,8343).
Durante a gravidez, ha um aumento expressivo nos niveis de PR, o que favorece
alguns efeitos estimulantes da resposta Th2, principalmente através da producao das
IL-4, IL-5 e IL-10 pelos linfocitos (STRAUB, 2007). As pacientes do género feminino
incluidas neste estudo ndo estavam gravidas e, provavelmente apresentavam niveis
reduzidos do PR, o que pode explicar a auséncia de correlacdo entre 0s
imunomarcadores avaliados.

Quando foram correlacionados os imunomarcadores PR e ER1, observou-se
que em 75% dos casos onde 0 ER1 esteve expresso, que o PR também apresentou
marcacao positiva. A progesterona esteve mais expressa (positiva em 17 casos) e
com scores médios mais altos, no entanto este resultado néo foi significativo (p=
0,4706). Apesar disso, a progesterona tem sido mais relacionada com efeitos diretos
sobre 0s 6rgdos sexuais, enquanto que o estrodgeno apresenta maiores distribuicées
e efeitos sistémicos (ENMARK et al., 1997).

A dificuldade de marcacao pode ter acontecido devido ao baixo namero de
receptores, baixa sensibilidade dos anticorpos ou baixos niveis hormonais dos
pacientes, dificuldades que também ja foram relatadas em outros estudos (GUNHAN
et al., 1998; LEIMOLA-VIRTANEM et al., 2000). No entanto, é importante relatar que
0 mais importante ndo é a simples presenca dos receptores, mas a sensibilidade,
variedade e distribuicdo que estes apresentam nos tecidos (GUNHAM et al., 1998).

O marcador CD163 foi fortemente expresso em mulheres e homens e néo foi
observada nenhuma diferenca estatistica entre os géneros (p= 0,9699). Estes
resultados indicam que independentemente do género, os macrofagos M2 estao

amplamente presentes nas infeccdes cronicas da PCM, em acordo com os achados
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de Carli et al. (2016). Essas células inflamatérias apresentam um papel fundamental
no desenvolvimento da resposta imune contra o fungo (MURRAY; WYNN, 2011).
Outro fator que tem sido descrito é que a persisténcia do agente agressor promove
um aumento na quantidade de macréfagos M2, que induzem uma resposta imune Th2
e formacao de areas granulomatosas (FAIRWEATHER; CIHAKOVA, 2009). Sendo a
PCM oral uma infeccéo cronica e geralmente de longa duracao, seria de se esperar
uma grande quantidade de macréfagos M2 nos tecidos infectados pelos fungos,
independentemente do género, e foi exatamente essa situacao que ficou evidenciada
neste estudo.

No entanto, ndo foi observada correlagdo estatistica significativa entre o
CD163 e os imunomarcadores ER1, PR e Pb. Como os macrofagos M2 estao mais
relacionados com efeitos anti-inflamatérios principalmente através da liberacdo das
citocinas IL-4 e IL-10 (FAIRWEATHER; CIHAKOVA, 2009) e os hormdnios estrégeno
e progesterona também tem sido relacionados com efeitos anti-inflamatorios
(DIMAYUGA et al., 2005; FAIRWEATHER; FRISANCHO-KISS; ROSE, 2008; SALEM
et al., 1999; SALEM; HOSSAIN; NOMOTO, 2000; STRAUB, 2007), seria de se
esperar que as maiores expressdes dos hormdnios esteroidais estivessem
correlacionados com maiores expressdes do CD163. Além disso, também tem sido
citado que o E2 pode promover uma diminuicdo da fungdo antibacteriana dos
macréfagos, conforme foi visto em casos de infeccdo pela Listeria monocytogenes
(SALEM et al., 1999). Contudo, esta correlacdo ndo foi notada e uma possivel
explicacdo seria de que os niveis hormonais desses pacientes se apresentaram em
niveis baixos a tal ponto de nao ter influenciado de forma significativa no processo
inflamatorio.

A PCM é uma infec¢éo crénica, de longa duracdo, com predominancia para
0s M2 (CARLI et al., 2016) e predominio do padréo Th2 com a presenca de citocinas
anti-inflamatorias (MAMONI; BLOTTA, 2005; PARISE-FORTES et al., 2011). Estes
eventos podem favorecer com que os fungos penetrem para o interior de macréfagos,
células epiteliais e endoteliais (BORGES-WALMSLEY et al., 2002; MENDES-
GIANNINI et al., 2008). No interior destas células ele deixa de ser reconhecido pelo
sistema imune e pode ter sua multiplicacéo e disseminacao facilitadas para diversos
tecidos (MENDES-GIANNINI et al., 2008, RESTREPO et al., 2011). Assim, esperava-
se gue uma maior quantidade de fungos estivesse correlacionada com a maior

expressdo do CD163, no entanto ndo foi observada correlacéao significativa entre os
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imunomarcadores (p= 0,1834). Provavelmente a presenca de uma correlacdo nao
significativa ocorreu devido ao fato de que a grande maioria dos casos apresentaram
marcacgao intensa para o CD163, ao passo que o Anti-Pb apresentou uma distribuicao
mais heterogénea, variando de 0,4 até 85,9. Assim, apesar dos fungos possuirem um
potencial antigénico principalmente através da Gp-43 (PARISE-FORTES et al., 2011),
as influéncias das citocinas no microambiente podem ser mais determinantes na
atracdo de M2 (FAIRWEATHER; CIHAKOVA, 2009) e fazer com que essas células
estejam amplamente presentes mesmo em casosS com pequenas quantidades de
fungos.

Sendo assim, as implicacdes de género no desenvolvimento da PCM podem
ser associadas principalmente com os dois efeitos do E2: o efeito direto sobre o fungo,
através da inibicdo da transicdo da forma de micélio a levedura (SHANKAR et al.,
2011); e a influéncia exercida sobre a resposta imune do hospedeiro através da
polarizacéo para Thl ou Th2 (STRAUB, 2007).
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados concluimos que, em lesBes orais cronicas da PCM,
0 ER1 esteve expresso apenas em mulheres e mostrou uma correlagdo positiva
significativa com a quantidade de fungos. Por sua vez, o PR foi observado em ambos
0S géneros e mostrou uma correlacdo positiva ndo significativa para o0s
imunomarcadores ER1, Pb e CD163. Finalmente, o CD163 e o Pb apresentaram uma

correlagao positiva, mas que nao se mostrou ser significativa.
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