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RESUMO

A doenca de Jorge Lobo € uma micose rara de inflamacéo cronica que provoca
lesédo na pele sem disseminacéo visceral. Essa doenca é causada pelo fungo
Lacazia loboi. Sua ocorréncia é predominante em regides de clima quente e
Uumido, sendo a maior parte dos casos registrados na regido Amazobnica
brasileira. As observacfes histopatolégicas mostram grande quantidade de
fungos no local da lesdo, havendo um rico infiltrado macrofagico, com presenca
de células gigantes e limitada presenca de linfécitos. A migracao de leucocitos
para o sitio inflamatério induzida por Lacazia loboi é supostamente coordenada
por citocinas e quimiocinas que auxiliadas por vasos sanguineos e linfaticos
influencia a migracao celular induzindo a expressao de moléculas de adesao.
No presente trabalho investigamos possiveis alteracdes microvasculares
associadas a infeccdo por Lacazia loboi no local da lesdo que podem interferir
na evolugcdo dos aspectos clinicos dos pacientes. Dessa forma, avaliamos a
densidade dos vasos sanguineos e linfaticos, bem como a expressdo das
moléculas ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina. Nossos resultados mostraram que
na doenca de Jorge Lobo, ha uma reduzida quantidade de vasos sanguineos e
linfaticos, quando comparado a pele controle. Houve um maior nimero de
vasos expressando ICAM-1, sendo também observado maior nimero de vasos
expressando a molécula VCAM-1, embora em quantidade menos proeminente
que ICAM-1. Nao observamos diferenca na expressédo de E-selectina. Juntos
nos resultados apontam para uma alteracdo na microvasculatura local o que
pode interferir no desenvolvimento de uma resposta imune celular eficiente e

justificar a presenca do fungo limitada ao local da lesé&o.

Palavras-chaves: doenca de Jorge Lobo, microvasculatura, ICAM-1,

VCAM-1, E- selectina.



ABSTRACT

Jorge Lobo's disease is a rare mycosis of chronic inflammation that causes
injury to the skin without visceral dissemination. This disease is caused by the
fungus Lacazia loboi. Its occurrence is prevalent in regions of hot and humid,
with most cases reported in the Brazilian Amazon region. The histopathological
findings showed lots of fungi at the site of injury, with a rich macrophages
infiltrate with giant cells and limited presence of lymphocytes. The migration of
leukocytes to the inflammatory site induced Lacazia loboi is supposedly co-
ordinated by cytokines and chemokines that aided by blood and lymph vessels
influence cell migration inducing the expression of adhesion molecules. In this
paper we investigate possible microvascular changes associated with infection
by Lacazia loboi at the site of injury that may interfere with the clinical evolution
of patients. Therefore, we assessed the density of blood vessels and lymphatic
vessels, as well as expression of molecules ICAM-1, VCAM-1 and E-selectin.
Our results showed that in Jorge Lobo's disease, there is a reduced amount of
blood and lymph vessels, when compared to control skin. There was a larger
number of vessels expressing ICAM-1, being also higher number of vessels
expressing the molecule VCAM-1, although in much less prominent ICAM-1.
There were no differences in the expression of E-selectin. Together the results
point to a change in the local microvasculature which may interfere with the
development of an effective cellular immune response and justify the presence

of the fungus confined to the injury site.

Keywords: Jorge Lobo's disease, microvasculature, ICAM-1, VCAM-1, E-

selectin.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Jorge Lobo é uma micose dérmica de evolucéo cronica, causada
pelo fungo Lacazia loboi. Foi descrita pela primeira vez, em 1931, por Jorge de
Oliveira Lobo, em um paciente pernambucano que vivia como seringueiro na
Amazbnia e apresentava lesdes nodulares, salientes, confluentes e duras,
localizadas na regido lombossacral (LOBO, 1931). Apresenta também outras
denominacbes, como Ilobomicose, blastomicose queloide, granulomatose
blastomicoide, blastomicose da Amazodnia e lacaziose.

O fungo Lacazia loboi é um agente ainda pouco estudado, principalmente
devido as dificuldades no seu isolamento e sua manutencdo em cultura. Isso reflete
no nivel de conhecimento sobre os aspectos fisiopatogénicos da lobomicose, o qual
atualmente ainda € limitado.

Observa-se em geral que a lesdo na doenca de Jorge Lobo apresenta rica
fibrose, auséncia de granulomas bem formados e grande quantidade de fungo.
Dessa forma existem evidéncias de que essa doenca apresenta resposta celular
deficiente, com resposta humoral bem estabelecida o que parece conduzir para a
manifestacao clinica da doenca (BRITO; QUARESMA, 2007).

A manutencdo da infeccdo e estabelecimento de um padrdo de resposta
celular dominante € influenciada pela ativacdo dos vasos. Diversas doencas
inflamatorias estdo associadas a uma vasculatura hiperativa ou insuficiente, tais
como dengue, psoriase, dermatite atopica, dano na pele por luz ultravioleta
(HUGGENBERGER; DETMAR, 2011)

Vasos endoteliais e linfaticos parecem exercer importante funcdo nas

enfermidades inflamatérias agudas e crbnicas. Na pele inflamada, a remodelagem



vascular consiste de uma maior permeabilidade, ampliacdo da rede de vasos com
aumento do fluxo sanguineo e influxo de células inflamatérias. Durante inflamacéo
cronica, o endotélio ativado expressa quimiocinas, citocinas e moléculas de adesao
gue leva ao rolamento, adeséao estavel e migracao de leucdcitos para a pele (KIM et
al., 2013).

A pele, durante o processo de infeccdo pelo Lacazia Loboi e estabelecimento
da doenca, passa por diversas alteracdes histopatologicas. Na doenca de Jorge
Lobo, ainda nédo foi estudada a atividade dos vasos endotelial e linfatico no
estabelecimento da inflamacédo cronica que se desenvolve frente a infeccdo pelo

fungo.



2. JUSTIFICATIVA

A doenca de Jorge Lobo € uma micose profunda que interfere no campo
psicossocial dos individuos acometidos. Essa doenca emergente necessita de maior
atencdo das politicas de saude. Antes se acreditava que era restrita apenas a
Ameérica do Sul, hoje ha registro de casos em varias partes do mundo incluindo
Ameérica Central, América do Norte, Africa e Europa. O Brasil é lider mundial em
casos de Doenca de Jorge Lobo.

Vérios fatores podem interferir no controle e combate a infec¢cdo causada pelo
L. loboi. A resposta imunoldgica possivelmente é relevante para determinar o curso
clinico e o prognostico da doenca.

Ha crescentes evidéncias de que vasos sanguineos e linfaticos exercem
importantes funcdes nos processos inflamatorios agudos e cronicos, entretanto até o
presente momento na literatura ndo ha registro de estudo sobre o papel do endotélio
na doenca de Jorge Lobo. Neste sentido o endotélio vascular in loco e a interagao
dos seus ligantes com ligantes das células inflamatérias sanguineas, contribui de
maneira central nessa resposta especifica. Conhecer as alteracdes vasculares e a
estreita relacdo que ocorre entre o endotélio e as células do sistema imunoldgico
pode nos ajudar a definir o caminho que leva a evolucéo clinica da doenca de Jorge
Lobo. O melhor entendimento da patogenia da doenc¢a podera auxiliar na elaboracéo

de esquemas terapéuticos eficazes.



3. REFERENCIAL TEORICO
3.1DOENCA DE JORGE LOBO
3.1.1 Historico

O primeiro registro da doenca de Jorge Lobo ocorreu em 1931, na cidade de
Recife a partir de observacdes do professor Jorge de Oliveira Lobo, que acreditou
estar diante de uma nova enfermidade ainda que o0 novo agente apresentasse
semelhanca microscopica com P. brasiliensis. O paciente do sexo masculino de 52
anos, que vivia como seringueiro na Amazbnia, apresentava lesées nodulares,
salientes, confluentes e duras, localizadas na regido lombossacral. Dessa forma,
denominou a doenca de blastomicose queloidiana (LOBO, 1931).

Por muitos anos essa doenca foi considerada acometer somente a espécie
humana e especificamente limitada a América Latina. Entretanto, essas conviccées
foram invalidadas em 1971, quando foi registrado pela primeira vez um caso da
doenca em um golfinho na costa da Flérida (MIGAKI et al., 1971) e em seguida com
a descricdo de dois casos humanos na Africa (AL-DARAJI et al., 2008) e mais

recentemente de um caso na Europa (PAPADAVID et al., 2012).

3.1.2 Etiologia

O agente etioldgico da doenca de Jorge Lobo pertence a ordem Onygenales,
famila Ajellomycetaceae e assemelha-se em diversos aspectos com o0
Paracoccidioides brasiliensis.

A classificacdo taxondmica deste fungo sempre foi um desafio para os
pesquisadores. Sua denominacgéo variou constantemente devido a uma diversidade

de critérios empregados:



e Glenosporella loboi (FONSECA & LEAO: 1940);
e Blastomyces loboi (VANBREUSEGHEM: 1952);
e Glenosporopsis amazonica (FONSECA: 1943);

e Paracoccidiodes loboi (ALMEIDA; LACAZ, 1948);
e Loboa loboi (CIFERRI et al., 1956);

e Lacazia loboi (TABORDA et al., 1999).

Taborda et al., em 1999, propuseram colocar o fungo em novo género,
denominado Lacazia , passando o agente dessa doenca a se chamar Lacazia loboi,
binbmio introduzido como uma homenagem ao Professor Carlos da Silva Lacaz,
pela sua grande contribuicdo na historia da micologia brasileira. A criacdo deste
nome foi apoiada, também, por estudo filogenéticos realizados por Herr et al. (2001).

Microscopicamente, L. loboi possui forma globdide, com espessas paredes de
duplo contorno, refringentes, medindo 5 a 6 x 12 a 14 um. S&o frequentes aspectos
em rosario ou catenulados, em cadeias ramificadas ou néo, de trés, cinco, oito ou
mais células, e formas em halteres, unidas por tabulo conector. Analises
ultraestruturais revelaram membrana celular espessa, trilaminar e parasitos néo-
seccionados com superficie serreada (ABREU; MIRANDA, 1972). Além disso, foram
observados macrofagos repletos de parasitos em cujo citoplasma havia
mitocondrias, ribossomas, reticulo endoplasmético granular e vacuolos. Havia
também “formas involutivas vazias”, parasitos fagocitados com parede espessada e
projecdes lameliformes radiadas e fragmentos da capsula parasitaria em vacuolos

dos macrofagos (SESSO; BARUZZI, 1988; SESSO et al., 1988).



3.1.3 Epidemiologia

Essa micose € prevalente em regides tropicais e subtropicais de clima quente
e Umido, especialmente na Amazonia brasileira onde é endémica. E também
identificada em outros onze paises da América Latina: Colémbia, Venezuela,
Guyana, Guyana Francesa, Equador, Costa Rica, Panama, Peru, Bolivia e México.
Ha casos esporadicos registrados na Africa, Europa, Estados Unidos e Canada
(RAMOS-E-SILVA et al., 2009).

A doenca de Jorge Lobo é tipica de regido neotropical, sendo a regido
amazonica brasileira a mais acometida. E dificil estabelecer com exatiddo o nimero
de casos da doenca, por ndo ser de notificacdo compulsoéria, no entanto estima-se
gue ha 490 casos relatados no mundo, sendo 318 encontrados no Brasil, incluindo
os 61 indios da tribo Caiabi (BRITO; QUARESMA, 2007; OPROMOLLA, 1999).

Provavelmente o habitat natural do Lacazia loboi esta nas areas de florestas
tropicais e subtropicais, com clima quente e umido, alto indice pluviométrico e
temperatura em torno de 24° C.

A doenca nado distingue grupo populacional humano, predomina no sexo
masculino (90% dos casos), entre 0s que exercem atividades no meio rural como
seringueiros, garimpeiros, agricultores, cacadores, mateiros, indigenas, entre outros,
pois ha maior exposicao aos fatores de risco. Entre os indios Caiabi, no Brasil, ha
um predominio feminino em 32% dos casos, pois as atividades agricolas das
mulheres na floresta sdo comuns nesta tribo (PRADINAUD; TALHARI, 1996).

A faixa etaria predominante é entre 20 e 40 anos, apesar de haver relatos na

52 década de vida e poucos em criancas (BARUZZI et al., 1979).



3.1.4 Aspectos clinicos

A apresentacdo clinica € variavel com lesdes polimorficas que podem ser
simples ou multiplas.

Clinicamente a leséo inicial é de uma papula que conflui dando origem a placa
ou nédulo. O quadro clinico classico é de lesdo queloidiana, dura, lisa, semi-esférica,
cor castanho-amarronzado, isolada ou confluente, formando massas multilobulares,
recobertas de pele integra, lisa, brilhante, com telangectasias e nitida delimitacéo
com a pele sad. Outros aspectos observados sdo lesGes verrucosas, ulceradas,
gomosas, esclerodermiformes, maculares e infiltrativas (FUCHS et al.,, 1990;
OPROMOLLA, 1999b).

O polimorfismo lesional € o mais encontrado no exame clinico, principalmente
nos casos de longa evolucdo. Pode haver pontos enegrecidos na superficie das
lesdes, correspondendo a eliminacdo transepidérmica do fungo como ocorre em
outras micoses profundas, a exemplo da cromoblastomicose (MIRANDA et al., 2010;
OPROMOLLA et al., 2000).

As lesdes localizam-se em ordem de frequéncia nos membros inferiores,
pavilhdo auricular e membros superiores. Nos membros inferiores ocorrem
principalmente lesGes polimoérficas e sua alta incidéncia talvez decorra da maior
exposicdo as injurias. Nas orelhas observamos infiltracdo difusa, nodulos,
telangectasias e até deformidades (LOUREIRO et al.,1971).

Os tipos clinicos podem ser classificados em monomorficos e polimérficos. As
lesdes cutaneas podem ser localizadas, multifocais ou disseminadas. Avaliando as

lesdes podemos classifica-las como brandas (menores de 5 cm), moderadas (entre 6



e 15 cm) e graves (maiores de 16 cm) ou a combinacdo desses tipos de lesdo
(BRITO, 2006).

A doenca, portanto, tem um amplo espectro de manifestacfes clinicas. Em
um estudo com os indios Caiabi foi sugerida uma classificagdo em dois grupos
polares: hiperérgica (maculas e gomas) e hipoérgica (queloidiforme). Foram também
propostas classificacdes conforme distribuicdo em formas isoladas ou localizadas e
formas disseminadas (BRITO; QUARESMA, 2007; LACAZ et al., 1986; BARUZZI et

al., 1979; MACHADO, 1972).

3.1.5 Aspectos histopatoldgicos

Habitualmente, na histopatologia, observa-se atrofia da epiderme e nos casos
vegetante-verrucosos hiperplasia epitelial e hiperceratose. No entanto a epiderme
pode estar normal, com aplainamento das cristas interpapilares, ou ulcerada. A
membrana basal esta espessada (BRITO; QUARESMA, 2007).

Na derme observam-se vasos dilatados e infiltrado inflamatorio
granulomatoso, nodular e difuso, rico em histiécitos (muitos xantomizados devido a
polissacarideos e/ou lipidios intracelulares), além de linfécitos, células epitelidides,
células gigantes tipo Langerhans e tipo corpo estranho com citoplasma repleto de
parasitos e em menor quantidade, eosinofilos e plasmécitos. Neutrofilos e necrose
sdo raros. As estruturas nervosas estdo integras nos intersticios do conjuntivo e no
granuloma (OPROMOLLA et al., 2000; BRITO; QUARESMA, 2007).

Nos estudos sobre DJL ha varios relatos de macrofagos com citoplasma de
aspecto espumoso ou granular, semelhantes as células de Gaucher, possivelmente

resultante do acumulo de fragmentos do fungo, que apés ser endocitado, sofre acéo



das enzimas lisossomais dos macrofagos. Na microscopia Otica esses macréfagos
adquirem um aspecto espumoso (SESSO; BARUZZI, 1988).

Corpos asterodides foram relatados presentes no infiltrado granulomatoso nas
células multinucleadas, como € observado em outras doencas granulomatosas
(MICHALANY; LAGONEGRO, 1963).

Na coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) observa-se um grande numero de
células fungicas isoladas ou em cadeia, intra ou extracelulares, com aspecto
semelhante ao ja descrito no item agente etiologico. Aspectos morfolégicos pouco
encontrados como pseudo-hifas ja foram observados (SESSO et al., 1993).

Conforme Vilani-Moreno et al. (2005), na histopatologia da DJL ha predominio
de histiécitos, presenca de células gigantes multinucleadas (CGM) e muitos fungos,
alguns deles com aspecto de inviabilidade. Os linfécitos sdo esparsos e 0s
neutrofilos raros, configurando o granuloma do tipo corpo estranho. Nao ha um
arranjo celular caracteristico, mas os linfocitos estdo préximos de histiocitos e CGM

formando pequenos focos ou agrupados ao redor de vasos.

3.1.6 Patogenia

A patogenia da DJL ainda ndo € bem esclarecida, ndo havendo cultivo do
agente em laboratério e os experimentos em animais ainda ndo tém resultados
consistentes (BRITO; QUARESMA 2007).

Admite-se que a pele seja a porta de entrada para o fungo através de solucao
de continuidade por traumatismos com fragmentos vegetais, picadas de insetos ou
de cobra. O periodo de incubacéo é incerto, em média de um a dois anos (LACAZ et

al., 1986). O L. loboi parece manter-se viavel em materiais diversos como vegetais,
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solo e agua. Transmissédo inter-humana nédo esta comprovada, inclusive nos casos
com convivio intimo e prolongado da mesma familia (OPROMOLLA, 1999b).

Uma vez na derme, o fungo replica-se lentamente, um processo que parece
iniciar apds o fungo ser fagocitado por célula fagociticas mononucleares. Levantou-
se a hipbtese de que esse processo poderia explicar o longo periodo de incubacéo e
o lento desenvolvimento de lesdes (VILANI-MORENO et al., 2005).

Apoés a lesédo inicial, ha um periodo de multiplicacdo lenta do fungo, com
permanéncia da infeccédo restrita ao local da lesdo. Todavia, ha descricées de casos
raros em que ocorreu disseminacdo do fungo. Embora os mecanismos de
disseminacdo permanecam nao esclarecidos, a disseminacdo por contiguidade da
via hemato-linfatica parece ser um importante mecanismo (PANiZ-MONDOLFI et al.,
2012). A descricdo de um caso com metastase testicular na literatura fortemente
sugere a possibilidade de disseminacdo hematogénica (RODRIGUEZ-TORO, 1993;

PRADINAUD, 1998).

3.1.7 Imunologia
Na doenca de Jorge Lobo, os estudos abordando os aspectos imunologicos
sdo ainda escassos. A imunohistoquimica constitui uma importante ferramenta para
avaliar o padrdo de resposta imune tecidual nas lesdes, entretanto ainda tem sido
pouco explorada.
Sao poucos os relatos sobre a imunidade na doenca de Jorge Lobo e muitas
das hipéteses sdo baseadas em estudos realizados em outros tipos de micoses
como a paracoccidiodomicose, dadas certas semelhangcas entre esses fungos.

Landman et al. (1988) observaram antigenicidade cruzada entre L. loboi e P.
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brasiliensis, empregando método imunoenzimatico com anticorpo policlonal de
coelho anti-P. brasiliensis em lesdes cutaneas de portadores de doenca de Jorge
Lobo.

As células de Langerhans foram avaliadas no local da lesdo. A analise
guantitativa dessas células néo diferiu significativamente quando comparado ao
grupo controle, parecendo a atuacdo dessas células estar inibida durante a infeccéo
por Lacazia loboi (QUARESMA et al., 2010).

A imunidade celular esta parcialmente deprimida, mas a imunidade humoral
nao esta afetada nos pacientes com doenca de Jorge Lobo (PECHER; FUCHS,
1988; PECHER et al., 1979).

Segundo Vilani-Moreno et al. em 2004, os mondcitos de pacientes portadores
de doenca de Jorge Lobo sdo hébeis em fagocitar o L. loboi, a semelhanca aos
individuos sadios.

Camargo et al. (1998) relataram que soro de coelho contaminado com P
brasiliensis reage com material histoldgico de bidpsias de pacientes com Doenca de
Jorge Lobo, e soro de pacientes com doenca de Jorge Lobo reagem com P.
brasiliensis nas culturas de imunofluorescéncia indireta. Entretanto ndo conseguiram
definir os antigenos envolvidos nesta antigenicidade cruzada. ELISA e EIA
identificaram que o gp43, antigeno maior do P. brasiliensis foi reconhecido pelo soro
da doenca de Jorge Lobo, sugerindo representar o principal antigeno da reacao
cruzada ou que seria compartilhado entre os dois fungos. Esse assunto serda melhor
entendido quando se tornar possivel a cultura in vitro do L. loboi (VIDAL et al., 1997;

CAMARGO et al., 1998).



12

Na doenca de Jorge Lobo ha positividade para CD68 e intensa marcacao para
TGF-B que inibe a expressao de IFN-y. O marcador CD68 é responsavel pela
atividade metabolica microbicida celular e apesar de presente, mostrou-se em menor
guantidade que a esperada. O aumento de TGF-(, induz a fibrose, fato este que
poderia retratar o aspecto clinico preponderante; a forma queloidiana, assim como a
auséncia de granulomas bem formados, padrédo histopatolégico frequente nessa
enfermidade (XAVIER et al., 2008).

Conforme relatos de Vilani-Moreno et al. em 2004, pacientes com doenca de
Jorge Lobo apresentam alteracdes no perfil das citocinas, representadas por
predominio do perfil Th2, o que poderia alterar a capacidade de regulacdo dos
mecanismos responsaveis pela contencdo do L. loboi. Mais recentemente mostrou
gue a expressdo de TNF-a e INOS esta inibida na lesdo dos pacientes (VILANI-
MORENO et al., 2011).

Futuras investigacdes poderdo avaliar melhor a participacdo de citocinas e
respostas imunolégicas local na interacdo célula-fungo, para elucidar a patogénese

da doenca de Jorge Lobo.

3.2 O SISTEMA MICROVASCULAR CUTANEO

A pele é mais do que uma barreira fisica inerte entre o individuo e o meio
ambiente. Esse grande 6rgdo possui uma rede de componentes fisicos, quimicos e
imunologicos que auxiliam na manutencdo da integridade. Em caso de dano,
componentes imunoldgicos incitam uma intensa reacdo de defesa que integram

respostas inatas e adaptativas. Eventos de respostas inatas frequentemente
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determinam a qualidade e quantidade das respostas imunes adaptativas (BANGERT
et al., 2011).

Dando suporte para essas reacdes imunologicas, a camada dérmica da pele
abriga vasos sanguineos e linfaticos que constituem a microvasculatura cutanea.

Os vasos sanguineos e linfaticos diferem nas suas caracteristicas funcionais
e estruturais. O sistema vascular sanguineo é fechado, sendo formado por um
sistema circulatério, que contém uma bomba cardiaca, artérias, capilares e veias. Ao
contrario, o sistema linfatico € aberto, se inicia em tdbulos de fundo cego,
unidirecional, que flui de forma contraria ao fluxo sanguineo (KARPANEN; ALITALO,
2008).

Vasos sanguineos conduzem células sanguineas, nutrientes, hormoénios e
oxigénio para o0s tecidos, enquanto que a vasculatura linfatica remove
macromoléculas, micrébios e outras substancias do espaco intersticial (MABY et al.,
2008).

O sistema linfatico representa uma via acessoria, através do qual os liquidos
conseguem fluir do espaco intersticial para dentro do sangue. E, ainda mais
importante, os linfaticos podem carrear proteinas e grandes particulas de matéria
para longe dos espacos teciduais, os quais ndo poderiam ser removidos por
absorcao direta e penetrar no capilar sanguineo (PODGRABINSKA et al., 2002).

Os capilares linfaticos ndo contém membrana basal continua e apresentam
poros intercelulares, que permitem a permeabilidade de fluidos e células
imunoldgicas, como células de Langerhans. As células endoteliais linfaticas nos
capilares se ancoram nas fibras coldgenas na matriz extracelular através de fibras

elasticas, que mantém os vasos patentes e sdo responsaveis pelo aumento do
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diametro luminal dos linfaticos, quando o volume de fluido intersticial esta

aumentado (GIRARD et al., 2012).

3.3INFLAMAGAO CUTANEA E ENDOTELIO

Frente ao reconhecimento de invasdo por patdogenos como um fungo, é
desencadeada uma resposta imediata. Essa resposta € denominada inflamacao, a
gual constitui um complexo mecanismo de defesa no qual leucocitos migram dos
vasos para pele com a finalidade de destruir o agente que potencialmente pode
causar injuria tecidual. A inflamacdo aguda é uma resposta benéfica e limitada, a
inflamacédo crénica, por outro lado é um fenbmeno persistente que pode levar ao
dano tecidual (GABAY, 2006). A inflamacdo cronica € um processo comumente
observado em muitas enfermidades, entre elas na doenca de Jorge Lobo.

O processo de resposta inflamatéria € auxiliado por uma microvasculatura
local que integra vasos sanguineos e linfaticos, os quais promovem dilatacdo dos
capilares para aumento do fluxo sanguineo, modificacbes estruturais da
microvasculatura que resulta em escape das proteinas plasmaticas da corrente
sanguinea e transporte de leucécitos atraves do endotélio
(HUGGENBERGER;DETMAR, 2011).

Os vasos sanguineos e linfaticos sdo formados por uma fina camada de
células endoteliais. Essas células no local da infeccdo séo participantes e
reguladores ativos do processo inflamatério (POBER; SESSA, 2007).

A complexa interacdo entre as células residentes da pele e o patdégeno
dispara a producédo de varios mediadores inflamatérios que podem ser divididos em

sete grupos: aminas vasoativas, peptideos vasoativos, fragmentos dos componentes
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do complemento, mediadores lipidicos, citocinas, quimiocinas e enzimas
proteoliticas (LON et al.,, 2012). Em resposta a esses mediadores inflamatérios
produzidos localmente, células endoteliais microvasculares tornam-se ativadas,
secretando citocinas e quimiocinas inflamatérias adicionais, intensificando
guimiotaxia de leucdcitos e proporcionando maior capacidade de adesdo a camada
endotelial do vaso, o que favorece a migracao de leucocitos para o local da infeccao
(DANESE et al., 2007).

As propriedades das células endoteliais modificam-se durante a transicdo da
inflamacdo aguda e crbnica e durante a transicdo da imunidade inata para
adaptativa. Quando a infeccdo € persistente, células efetoras mais especializadas
passam a fazer parte do processo inflamatorio. Trabalhos tem mostrado que as
células endoteliais, nesse processo, podem participar atuando na apresentacdo de
antigeno a células T de memdria e efetoras circulantes, ja que podem expressar
altos niveis de moléculas MHC-I, MHC-II, e de moléculas co-estimulatérias — tais
como ligantes para ICOS, 4-1BB e OX40 — gue estdo envolvidas na formacao e
ativacdo de células T de memdéria (CHOI et al., 2004; SHIAO et al., 2005). Outra
mudanca funcional estd associada a capacidade dessas células de participar na
polarizacdo das respostas inflamatérias associadas com a imunidade adaptativa
(AUSTRUP et al., 1997; CHAPLIN et al., 2002). Além disso, existem diferencas
especificas entre células endoteliais da microvasculatura de diferentes tecidos,
incluindo diferencas nos produtos secretados, na expressdo das moléculas de
adesdo e na resposta molecular as citocinas (CRAIG et al., 1998; HILLYER et al.,

2003; POBER; SESSA, 2007).
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3.4. MIGRAGAO CELULAR E MOLECULAS DE ADESAO

O endotélio, estimulado por mediadores inflamatorios, permanece ativado nas
inflamacbes agudas e cronicas. Durante a ativacdo endotelial ha um elevado
aumento da expressdo de moléculas de adesédo celular (MACs) na sua superficie
gue permite a migracdo leucocitaria o qual é um processo multipasso que envolve
basicamente trés etapas: ativacdo e rolamento, adesédo e transmigracao endotelial
(MCEVER E ZHU, 2010; MULLER, 2011; SIMON; GREEN, 2005).As MACs séo
glicoproteinas expressas na superficie das células, as quais medeiam o contato
entre célula e a matriz extracelular ou entre duas células. Elas estdo agrupadas em
guatro superfamilias: integrinas, selectinas, imunoglobulinas e caderinas
(ELANGBAN et al., 1997; ROJAS; AHMED, 1999).

As integrinas sdo glicoproteinas transmembranas, compostas por dois
heterodimeros nao-covalentes designados como unidade a e . A subunidade a
compreende LFA-1 (CD11a), MAC-1 (CD11b) e Gp150,95 (CD11c). O conjunto das
trés moléculas de adesédo é denominado complexo CD11/CD18 (ALBELDA; BUCK,
1990; HUTTENLOCHER et al.,, 1995). As integrinas participam da adeséo
leucocitaria ao endotélio, quimiotaxia e fagocitose. Na subunidade B, as integrinas
compdem trés subfamilias: 1, p2 e B3. A subfamilia 1 de integrinas é também
denominada VLA; a B2 é a LeuCAM e a B3 constitui as citoadesinas. As integrinas
também participam da organizacéo tissular e sdo receptores para outras moléculas
de adesao (BAZAN-SOCHA et al., 2005).

A familia das selectinas é representada por trés receptores compostos de
glicoproteinas transmembrana tipo | dependente de Ca com um dominio extracelular

tipo lectina. As selectinas tem como funcdo a fixacdo inicial dos leucdcitos ao
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endotélio vascular, promovendo rolamento. As selectinas séo classificadas de
acordo com seu sitio de expressao. L- selectina € expresso em linfocitos. P-selectina
€ expresso em plaquetas e células endoteliais. E-selectina € expressa em células
endoteliais ativadas. E-selectina ndo € constitutivamente expressa por células
endoteliais; sua expressdo € estimulada por moléculas inflamatérias como TNF-q,
IL-1 e LPS (JUBELI et al., 2012; McEVER; ZHU, 2010; ROMANO, 2005).

A superfamilia das imunoglobulinas consiste em proteinas da superficie
celular que contém um ou mais dominios Ig. Estdo incluidos nesta superfamilia
anticorpos, receptores de células T, proteinas MHC e co-receptores CD4+, CD8+,
CD28, receptores Fc nos linfécitos e varias moléculas de adesédo celular. Os
membros desta familia abrangem as moléculas VCAM-1, ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3,
PECAM-1 e MAd-CAM-1 (BUCK, 1992). ICAM-1 é amplamente distribuido em
leucdcitos, células endoteliais, fibroblastos e células epiteliais. VCAM-1 é expresso
em monocitos, células endoteliais e células sinoviais. ICAM-1 e VCAM-1 estéo
envolvidos na firme adeséo de leucdcitos a superficie apical das células endoteliais.
Também tem sido evidenciado que a ligacdo de ICAM-1 e VCAM-1 na célula
endotelial estimulam um aumento de ions calcio livres citosélicos que ajuda a
separar as células endoteliais, sendo importante para o processo de diapedese
(MULLER, 2009; MULLER, 2011).

A familia das caderinas é constituida de proteinas que estdo envolvidas no
estabelecimento e manutencdo das conexdes intercelulares,mediando a adeséo
célula-célula. As células endoteliais expressam N-caderina e VE-caderina. A
caderina ancorada atua como um regulador negativo para o processo de diapedese

(GAVARD, 2009; ELANGBAM et al., 1997)
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3.5. ANGIOGENESE E LINFOGENESE NA INFLAMAGCAO

A falha da resposta inicial para resolver a infeccdo leva a inflamacéo e a
producéo de fatores que aumentam o fluxo sanguineo para o tecido inflamado, o que
sustenta a viabilidade das células inflamatorias que produz esses fatores. Se células
efetoras especializadas do sistema imune adaptativo falham para erradicar a
infeccdo, entdo nas doencas inflamatérias cronicas podem ser efetuadas duas
alteracdes adicionais: angiogénese e linfogénese (ZGRAGGEN et al., 2013).

A angiogénese € iniciada pela migracao das células endoteliais que revestem
as vénulas no tecido e, finalmente, resulta em um plexo de novos capilares
sanguineos. A linfogénese € o crescimento dos vasos linfaticos a partir de vasos
sanguineos pré-existentes ou vasos linfaticos pré-existentes. Mais provavelmente
esse processo também pode ocorrer por acdo de células progenitoras. O programa
gue leva a formacéo e crescimento de vasos linfaticos € ainda pouco conhecido,
diferente da variada informacéo disponivel sobre o processo de proliferacdo dos
vasos sanguineos (MOUTA; HEROUT, 2003).

Leucdcitos afetam muitos processos angiogénicos, pois produzem muitos
fatores envolvidos nesse processo tais como VEGF, PIGF, FGF, ANG-2, EGF, TGF-
B1, MCP-1 e vérias interleucinas e proteinases. Além disso, eles também podem
gerar inibidores da angiogénese. A participacdo dos leucdcitos na promocado ou
finalizacdo da angiogénese depende do balanco entre esses moduladores
(CARMELIET, 2003).

A molécula mais importante que controla a morfogénese dos vasos
sanguineos chama-se fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A). VEGF-A

€ necessario para a quimiotaxia e diferenciacdo de precursores de células,
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proliferacdo de células endoteliais e remodelagem angiogénica (POBER; SESSA,
2007).

A vasculatura linfatica forma uma rede de terminais linfaticos que coleta fluido
rico em proteinas que sai dos vasos sanguineos e é entdo drenado pelo sistema
linfatico. A perda de funcdo linfatica em humanos como resultado de doenca
hereditaria, dano dos vasos linfaticos ou remocao cirargica dos linfonodos causa
linfoedema. Enquanto o VEGF-A apresenta importante fungcdo no crescimento dos
vasos sanguineos, VEGF-C funciona como um importante regulador da
linfangiogénese. VEFG-C promove a diferenciacdo de células endoteliais linfaticas
PROX1+ (fator de transcricdo e diferenciacdo de células endoteliais linfaticas)
induzindo proliferacdo e sobrevivéncia dessas células (KARKKAINEN et al., 2004,
ADAMS; ALITALO, 2007)

A remocdo de estimulos antigénicos causa regressdo de vasos,
especialmente quando vasos foram recentemente formados. A regressdo do vaso
pode ser fisioldgica ocorrendo quando a vasculatura nascente consiste de muitos
vasos. Entretanto, a regressdo anormal dos vasos contribui para a patogénese de
numerosas doencas, como aterosclerose, doenc¢a de Crohn, diabete, e osteoporose

(CARMELIET, 2003).

3.6. DISFUNCAO ENDOTELIAL NAS DOENCAS

Entende-se por disfuncdo endotelial como ativacdo do endotélio, ou seja,
como uma mudanga de um fenotipo quiescente para um que envolve a alteracéo
vascular por resposta de defesa do hospedeiro com perda parcial ou completa do

balanco entre os mediadores inflamatérios (DEANFIELD et al., 2007; GIRIBELA et
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al., 2011). A disfuncédo endotelial pode resultar em: abertura dindmica das juncdes
intercelulares, desorganizacdo da barreira, destruicdo das células endoteliais ou
remodelagem vascular.

Disfuncdo endotelial € considerada um importante evento na génese de
diversas doencas. Na artrite reumatoide, células endoteliais sinoviais sdo ativadas e
exibem aumento do extravasamento, angiogénese e apoptose, contribuindo para o
recrutamento de leucocitos, edema e destruicéo das articulagdes (GONZALEZ-GAY;
GONZALEZ-JUANATEY, 2012).

Eventos similares ocorrem na psoriase, onde células endoteliais ativamente
exibem moléculas de adeséo para o recrutamento de leucécitos, forma novos vasos
e media a inflamacédo (BATYCKA-BARAN et al., 2012; LOWE et al., 1995).

Na esclerose multipla, a migracdo transendotelial de leucécitos ativados é
uma das alteracdes mais iniciais. A exposicdo do endotélio as células imunes rompe
a barreira hemato-encefalica, por juncBes célula-célula desorganizadas,
intensificando a adeséo endotelial de leucdcitos e migracdo (ANDJELKOVIC et al.,
1998).

O endotélio promove inflamacdo do intestino através de mecanismos
comparaveis com a mucosa normal. Microvasos na mucosa cronicamente inflamada
demonstram importantes alteracdes na doenca inflamatdria do intestino: a
microvasculatura é intensamente expandida, exibe uma arquitetura anormal, adere
mais leucdcitos, interage intimamente com plaquetas, € procoagulante e
angiogénica. Todas essas caracteristicas refletindo na patogénese da doenca

(HATOUM et al., 2003).
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Nas doencas infecciosas um evento que pode acontecer é disfuncéo
endotelial por ruptura da barreira que pode ser induzida por liberacdo de mediadores
ativos. A desorganizacao da barreira endotelial sanguinea é um passo importante na
migracdo de leucdcitos. Durante a malaria, achados recentes sugerem que a
transferéncia de antigenos do Plasmodium para as células endoteliais induz ativacao
imune antigeno especifica, dispara a producdo de mediadores inflamatérios
promovendo a destruicio da barreira endotelial (JAMBOU et al., 2010;
RAZAKANDRAINIBE et al., 2012).

Eventos similares foram observados na infec¢do pelo virus Dengue. Quando
um alto titulo desse virus toca as células endoteliais, ocorre um infiltrado de
macrofagos, mudancas na permeabilidade e hemorragia, que resulta em intensa
expressdo de ICAM-1, producédo de mediadores inflamatérios, principalmente TNF-a
e oxido nitrico, provocando dano na barreira endotelial (GREEN; ROTHMAN, 2006;
LIU et al., 2011; LIN et al., 2005).

Alteracfes endoteliais também foram estudadas na leishmaniose tegumentar
e visceral. Lipofosfoglicano (LPG) presente na superficie de Leishmania parece
modular a adesédo endotelial de mondcitos, inibindo a expressdo das moléculas
expressdo das moléculas ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina (LO et al., 1998). Foram
observadas alteracfes na integridade dos vasos sanguineos dermais e antigenos de
leishmania no lumen do endotélio (LUGO-YARBUH et al., 2003). Na leishmaniose
visceral, parece ocorrer uma pronunciada vascularizacdo do baco com participacéo

ativa de mondcitos nesse processo (YURDAKUL et al., 2011).
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Na hanseniase foram encontrados diferentes padrdes da microvasculatura no
infiltrado da lesdo nas formas tuberculdide e lepromatosa da doenca (ANTUNES et
al., 2000).

Nas infec¢bes provocadas por fungos a disfuncdo endotelial tem sido pouco
estudada. Durante disseminacdo hematogénica, Candida albicans adere ao
endotélio e inicia uma reacao pro-inflamatéria aumentando a expresséo de ICAM-1,
VCAM-1, E-selectina e IL-8, sendo a expressédo de ICAM-1 independente de TNF-a
e IL-1 (OROZCO et al., 2000; PHAN et al., 2009). Durante infeccédo experimental por
conidios de Paracoccidioides brasiliensis ha participagdo das moléculas ICAM-1,
VCAM-1, CD18 e Mac-1 no processo inflamatorio interferindo na patogenia da
paracoccidioidomicose (GONZALEZ et al., 2005). Na doenca de Jorge Lobo, ndo ha

estudos que relatem alteracdes endoteliais na leséo de pacientes.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL:

Estudar as possiveis alteracdes microvasculares associadas a infec¢cdo por
Lacazia loboi no local da lesédo de pacientes com diagnéstico confirmado de Doenca

de Jorge Lobo.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Caracterizar as alteracfes histopatologicas da lesédo cutanea de pacientes;

- Determinar a densidade de vasos sanguineos e linfaticos na biopsia de pele na
Doenca de Jorge Lobo;

- Determinar a densidade de vasos ativados a partir da deteccdo das moléculas de
adesdo ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina nas lesdes cutaneas de pacientes com

Doenca de Jorge Lobo.
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5. METODOLOGIA
5.1 CASUISTICA

Foram selecionados do arquivo do Nucleo de Medicina Tropical da
Universidade Federal do Para, biopsias de pele de lesdes cutaneas de 24 pacientes
mantidas em blocos de parafina com diagnostico de doenca de Jorge Lobo,
realizadas antes de intervencao terapéutica. O diagnostico foi embasado no quadro
clinico dos pacientes, exame micoldgico direto e exame histopatologico, de acordo
com o laudo emitido em cada amostra.

Foram critérios de exclusdo, amostras de paciente ndo diagnosticada com
doenca de Jorge Lobo, casos com co-infecgdo com HIV e pacientes que estivessem
realizando algum tipo de tratamento no momento da biopsia.

Foram utilizados como controle, bidpsias de pele de 8 individuos sadios sem
significativa alteracdo histopatoldgica. Estas biopsias foram selecionadas do arquivo
do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo

Paulo.

5.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Os blocos de parafina dos casos de Doenca de Jorge e Lobo e controle em
estudo foram submetidos a microtomia com obtencdo de cortes histoldgicos
seccionadas a uma espessura de 4um, colhidos em laminas de vidro previamente
preparadas com solucdo adesiva de 3 amino-propyltrietoxy-silane (Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO/USA) . Algumas laminas foram coradas com Hematoxilina-eosina,

para que fossem realizadas as avaliagbes morfoldgicas, e outras foram submetidas
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a analise imunohistoquimica a partir de anticorpos especificos contra os marcadores

ICAM-1, VCAM-1, E-selectina, CD34 e podoplamina (D2-40).

53 IMUNOHISTOQUIMICA

Para imunomarcacdo do endotélio empregamos a técnica de
imunohistoquimica segundo Hsu et al. (1981) com metodologia parcialmente
modificada e padronizada pelo Laboratério da Disciplina de Patologia de Moléstias
Transmissiveis do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo.

Dessa forma, os cortes histologicos passaram por etapas de desparafinizacao
em que foram incubados em estufa a 56°C por 24 horas, um banho de xilol a
temperatura ambiente (TA) por 20 minutos e novamente banho de xilol a TA por 10
minutos. Posteriormente, o0s cortes foram hidratados em concentracfes
decrescentes de etanol (100%, 95%, 70%) por 5 minutos cada, lavados por 5
minutos cada em agua corrente, agua destilada e em tampao “fosfate buffer salline”
(PBS) pH 7,4. O bloqueio de peroxidase endégena sera realizado em camara escura
com trés incubacBes em agua oxigenada 3% por 10 minutos cada, e em seguida os
preparados foram novamente lavados como anteriormente. A exposi¢cao antigénica,
guando necessaria, foi realizada por meio de calor imido durante 20 minutos a 95°C
mergulhado em tampao “Target Retrieval Solution” (Dako) pH= 9 ou pH=6 conforme
padronizacdo do anticorpo. Os cortes foram novamente submetidos a lavagem como
citado anteriormente. Para bloqueio das proteinas inespecificas, os cortes foram
incubados a 37°C em solugdo de leite desnatado 10% (Molico — Nestlé) por 30

minutos em agua corrente, agua destilada e tampao PBS pH= 7,4 em média 5
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minutos cada. Em seguida, os cortes foram incubados a 4°C com anticorpo primario
especifico (quadro 1) ao antigeno pesquisado, diluido em solu¢céo de soro-albumina-

bovina (BSA) a 1% por 12 horas.

Quadro 1- Informacdes caracteristicas dos anticorpos primarios utilizados
[Anticorpo [ Clone [ Fabricante/cédigo [ Exposicéo antigénica | Diluigao |

Ig de Calor Umido em
camundongo QBENd/1 tampao “target | ..
anti- ’ CD34 | 0 Novocastra/NCL-L- END | | oieyal solutign” 1:50
humano (DAKO) pH9
Ig de
camundongo
anti- D2-40 | D2- 40 DAKO/M3619 | ---—-- 1:100
(podoplanina)
humano
Ig de | 23G12 Novocastra/NCL-CD54- | Calor Uumido em | 1:50
camundongo 307 tampao “target
anti- CD54 retrieval solution”
(ICAM-1) humano (DAKO) pH9
Ilg de cabra anti- | ---------- R&D systems/ BBA19 Calor Uumido em | 1:1000
CD106 (VCAM-1) tampéo “target
humano retrieval solution”

(DAKO) pH6
Ig de | 16G4 Novocastra/ NCL-CD62- | Calor Uumido em | 1:50
camundongo E-382 tampao “target
anti-CD62-E (E- retrieval solution”
selectina) (DAKO) pH6

A incubacdo com os anticorpos primarios foi realizada 2 lavagens com
tampdo PBS pH=7,4 por cinco minutos cada. A metodologia de deteccdo e
amplificacé@o diferiu para cada anticorpo primario. Para as laminas marcadas com o
anticorpo primério anti-VCAM-1 aplicou-se o método LSAB em que incubou-se a
37°C com anticorpo secundario biotinilado (Biotinilated link universal, DAKO, A/S,
Dinamarca) por 30 minutos, seguida de incubacdo a 37°C com o complexo
estreptoavidina-biotina HRP (DAKO, A/S, Dinamarca) por 30 minutos. Para as

laminas marcadas com o0s anticorpos primarios anti-CD34, anti-ICAM-1 e anti-E-

selectina aplicou-se o0 método polimero indireto, utilizando-se o kit Novolink
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(Novocastra) em que se incubou a 37°C com anticorpo secundario por 30 minutos,
seguida de incubacédo a 37°C com anticorpo terciario marcado com polimero ligado a
peroxidase. Para as laminas marcadas com o anticorpo primario anti-D2-40
(podoplanina) aplicou-se o método polimero indireto, utilizando-se o kit Envision
(DAKO) em que incubou-se a 37°C com anticorpo secundario marcado com
polimero ligado a peroxidase por 30 minutos. ApOs esta lavagem, a reacdo foi
revelada com solugdo cromoégena de diaminobenzidina (3,3’- diaminobenzidine)
0,03% acrescida de 1,2 ml de agua oxigenada 3%. A intensidade de cor foi
controlada ao microscopio Optico através dos controles positivos (amigdala) que
acompanhou cada reacdo. Os preparados assim processados foram lavados em
agua corrente por 10 minutos e contra-corados com Hematoxilina de Harris por 15
segundos, lavados em agua corrente e desidratados em etanol. A montagem das

laminas foi feita com resina Permount (FISHER scientific, Fair Lawn, USA).

5.4  ANALISE QUANTITATIVA DA MARCACAO IMUNOHISTOQUIMICA

Para andlise imunohistoquimica dos antigenos em todas as amostras o
parametro consistiu na positividade da marcacao, sendo consideradas positivas as
células que exibiram coloracdo acastanhada no citoplasma. Apds tratamento
imunohistoquimico, os vasos imunorreativos foram analisados quantitativamente por
um observador.

A analise quantitativa dos vasos imunomarcados foi avaliada pela contagem
utilizando-se um reticulo graduado com &rea de 1 cm? dividido em 10 porcdes de 1
mm? adaptado a ocular do microscépio 6ptico (Nikon Eclipse 200). As leituras foram

feitas no aumento de 400x. O reticulo foi posicionado em toda extensao da derme



28

gue coincidiam com a area do reticulo. Foram considerados 12 campos de forma
randomizada por amostra.

Foi feita a somatdria do numero de vasos imunomarcados, a divisdo pelo
numero de campos (divisdo por 12) e o resultado foi dividido por 0,0625 (area do

graticulo), totalizando o niimero de células/mm?.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

A comparacdo de valores quantitativos de cada grupo analisado foi feita
usando testes ndo paramétricos, sendo usando o teste Mann Whitney para
comparacao entre doenca e controle. Diferencas entre os grupos individuais foram
consideradas significantes quando a probabilidade de igualdade era menor que
0,0001 (p<0,0001) e quando a probabilidade de ndo haver relacdo era menor que
0,05. Todos os procedimentos estatisticos foram realizados utilizando o programa

Graph Pad Prism versédo 6.0 para Windows (Graph Pad Software, San Diego, CA).

5.6. ASPECTOS ETICOS E DE BIOSSEGURANCA

A realizacdo deste trabalho foi aprovada pela Comisséo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo sob o protocolo de pesquisa
namero 191/12 atendendo as exigéncias da legislacdo brasileira, conforme as
resolucdes do Conselho Nacional de Saude n°196/96 e 347/05 sobre Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos. O presente
estudo apds aprovacio ao Comité de Etica obedeceu a todos os procedimentos de

biosseguranca.



6. RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DA CASUISTICA ESTUDADA

29

A idade média dos pacientes foi de 52 anos, variando entre 22 anos a 89

anos, sendo 8, 33% mulheres e 91,66% homens (Tabela 1).

TABELA 1: Distribuicdo por sexo e
idade de 24 casos de doenca de Jorge

Lobo

PACIENTE IDADE SEXO
302-98 43 MASCULINO
353-98 70 MASCULINO
382-98 28 MASCULINO
24-99 60 MASCULINO
230-99 35 MASCULINO
252-99 40 MASCULINO
530-99 65 MASCULINO
680-99 89 FEMININO
1009-99 45 MASCULINO
1207-99 85 MASCULINO
041-00 58 MASCULINO
604-00 55 MASCULINO
861-00 22 FEMININO
980-00 35 MASCULINO
1177-00 45 MASCULINO
1529-00 50 MASCULINO
1531-00 36 MASCULINO
2484-00 65 MASCULINO
2485-00 68 MASCULINO
194-01 46 MASCULINO
419-01 35 MASCULINO
1273-01 34 MASCULINO
2057-01 71 MASCULINO
868-02 58 MASCULINO
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6.2 ANALISE ANATOMO-PATOLOGICA DOS CASOS DE DOENGA DE JORGE
LOBO

Com o intuito de melhor estudar os casos selecionados para o0 presente
estudo, obtivemos inicialmente cortes histolégicos corados pela hematoxilina-eosina.
Realizamos, entdo, uma analise, em conjunto, dos principais dados anatomo-
patol6gicos observados.

Em nosso estudo, verificamos em todas as preparacfes examinadas, a
grande riqueza dos parasitos com dupla membrana bem individualizada. Formas
individuais e catenuladas foram observadas frequentemente, notamos também a

presenca de fungos vivos e mortos na leséo (figura 1).

l o o —"'u )

Figura 1: Micrografia da presenc¢a do fungo Lacazia loboi na lesdo humana. Intensa presenca
do fungo na lesdo em formas individual (setas)e catenulada (elipse). Notar presenca de fungos vivos
(seta fina) e mortos (seta larga). Cortes histoldgicos corados com hematoxilina e eosina. Aumento
400x.
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A analise histolégica mostrou casos evidenciando epiderme retificada

atréfica, acantose/hiperqueratose ou epiderme preservada (Figura 2).

A

¢ Vit
W <3 % o &5

FIGURA 2: Micrografia das alteragcdes na epiderme encontradas durante doenca de Jorge
Lobo. (A) Epiderme conservada. (B) Epiderme retificada atr6fica com formacao subepidérmica de
faixa de Grenz (setas). (C) Eliminagdo transmigracdo epidérmica dos fungos. (D)
Acantose/hiperqueratose. Cortes histolégicos corados com hematoxilina-eosina. Aumento 200x em
(A), (B) e (D). Aumento de 400x em (C).

Conforme demonstrado na tabela 3, foi encontrada epiderme retificada
atréfica em 66,66% dos casos (n=16), evidenciando formacdo da chamada faixa de
Grens, uma fina camada de coldgeno subepidérmica. Em menor frequéncia, 25%
dos casos (n=6), por outro lado, observamos acantose e hiperqueratose, evento
oposto de alteracdo da epiderme em que ocorre grande espessamento da epiderme

por maior quantidade de células na camada espinhosa (acantose) e na camada
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cornea (hiperqueratose). Em algumas lesdes foi observado processo de eliminacéo

transepidérmica do fungo. Em 8,33% dos casos (n=2), ainda, observamos aspecto

preservado da epiderme.

Tabela 3: Distribuicdo dos aspectos histolégicos da epiderme na lesdo de

pacientes com doenca de Jorge Lobo

Presenca de

Aspectos histopatologicos da epiderme

caracteristicas | Epiderme retificada | Acantose/ Epiderme
histologicas atrofica Hiperqueratose conservada
% 66,66 25 8,33

N 16 6 2

A observacao histoldgica da derme mostrou fundamentalmente em todos os

casos intensa e macica infiltracdo de macrofagos, com presenca de macrofagos

finamente granular, formacéo de células gigantes sem formacéo de granuloma, com

esparsa presenca de linfocitos. Encontramos presenca de corpos asteréides em dois

casos. Em algumas lesGes observamos presenca de plasmacitos e eosinofilo (figura

3).
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FIGURA 3: Micrografia mostrando o infiltrado de células na derme durante doenca de
Jorge Lobo. (A) Infiltrado rico em macréfagos, com presenga de macrofagos finamente
granular (seta), células gigantes e raros linfocitos. (B) Célula gigante contendo em seu
interior corpos asteroides. (C) Presenca de plasmocitos. (D) Presenca de eosindfilo. Cortes
histolégicos corados com hematoxilina-eosina. Aumento: (A) 630x e (B), (C) e(D) 400x.

Na tabela 4, a analise da derme mostrou que macrofagos finamente
granulosos estiveram presentes em quantidade rara em 37,5% (n=9), moderada em
33,33% (n=8), intensa em 16,66 (n=4) e apresentaram-se ausentes em 12,5% (n=3).
A formacdo de células gigantes foi observada em todos os casos, estando em
presenca rara em 41,66% (n=10), moderada em 29,16% (n=7) e intensa em 16,66%
(n=4). Formacéao de corpos asteroides foram observados em 2 casos. O infiltrado de
linfocitos, em geral, foi baixo variando predominantemente entre raro e moderado,

sendo observado presenca rara em 41,66% (n=9), moderada em 45,66 (n=11) e
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ausentes em 12,5% (n=3). Em menor frequéncia observou-se eosinofilos,
plasmocitos e em um caso houve presenca de neutréfilo. Eosindfilos estiveram
presentes de forma rara em 16,66% (n=4), moderada em 4,16% (n=1) e ausente em
79,16% (n=19). Plasmacitos foram predominantemente ausentes em 83,33% (n=20)
dos casos, sendo detectado presenca rara em 4,16% dos casos (n=1), moderada
em 8,33% (n=2) casos e intensa em 4,16% (n=1). Presenca de quantidade
moderada de neutréfilos foi observada em apenas 4,16% (n=1) dos casos.
Observou-se fibrose moderada em 37,5% (n=9) dos casos e presenca de fibras

colagenas em 33,33% (n=8).

Tabela 4: Distribuicdo do infiltrado celular na lesdo de pacientes com doenga de Jorge Lobo

Infiltrado celular Ausente Raro Moderado Intenso

N % N % N % N %
Macroéfagos - - - - - - 24 100
Macrofagos  finamente | 5 125 |9 375 |8 33,33 |4 16,66
granular
Células gigantes - - 10 41,66 |7 29,16 | 7 29,16
Linfécitos 3 12,5 10 41,66 | 11 45,66 | - -
Eosindfilos 19 79,16 | 4 16,66 |1 4,16 - -
Plasmacitos 20 83,33 |1 4,16 2 8,33 1 4,16
Neutroéfilo 23 95,83 | - - 1 4,16 - -

Legenda: N — nimero de casos % - percentual

6.3 DENSIDADE MICROVASCULAR

A densidade microvascular sanguinea e linfatica foi determinada por meio da
marcacao imunohistoquimica dos antigenos endoteliais CD34 (pan-endotelial) e D2-

40 (endotélio linfatico) (Figura 4).
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FIGURA 4: Micrografia da marcacdo imunohistoquimica de vasos da microvasculatura na
lesdo durante doenca de Jorge Lobo. (A) marcacdo do antigeno CD34 (setas), evidenciando o
endotélio dos vasos. (B) marcacao do antigeno podoplanina (D2-40) (setas) especifico do endotélio
linfatico. Aumento: (A) 100x (B) 400x.

Inicialmente avaliamos a marcagdo total vasos endoteliais das lesdes e
comparamos com pele normal. Verificamos uma redugdo do numero de vasos nas
lesdes dos pacientes. A densidade de vasos sanguineos foi de 66, 22 (x 20, 65)

vasos /mm? na leséo dos pacientes e de 177, 66 (+ 64,5) vasos /mm? nas amostras

de pele normal (figura 5).
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FIGURA 5: Densidade total de vasos na lesdo durante doenca de Jorge
Lobo. * p < 0,05 em comparagdo com o controle. DJL: grupo de casos de
doenca de Jorge Lobo. CTL: grupo controle.
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Em seguida, avaliamos especificamente a densidade dos vasos sanguineos e
linfaticos. Os vasos sanguineos foram detectados em todos os casos em estudo,
concentrando-se na maior parte na camada papilar da derme. A quantificacédo
imunohistoquimica mostrou que a média da densidade de vasos sanguineos foi de
62, 66 (+ 20,30) vasos /mm? na lesdo dos pacientes e de 169, 66 (+ 66,38) nas
amostras de pele normal. A analise comparativa da densidade desses vasos dos
casos com 0 grupo controle mostrou que na infec¢ao por Lacazia loboi houve uma
reducdo da densidade de vasos sanguineos no local da leséo (figura 6A).

Os vasos linfaticos mostraram-se ainda menos presentes na lesdo dos
pacientes, estando ausente sua deteccdo em 41,66% dos casos (n=10). Nos casos
em que houve a deteccdo dos vasos linfaticos, observamos presenca na camada
reticular da derme. A quantificacdo imunohistoquimica mostrou que a média da
densidade de vasos linfaticos foi de 3,55 (+ 5,84) vasos/mm? na lesdo dos pacientes
e de 8 (+ 2,17) vasos/mm? nas amostras de pele normal. Apenas 1 caso mostrou
densidade linfatica em torno de 25 vasos/mm?. A andlise comparativa da densidade
desses vasos dos casos com 0 grupo controle mostrou que a infeccdo por Lacazia
loboi afeta a densidade de vasos linfaticos demostrando-se reduzida no local da

leséo (figura 6B).
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FIGURA 6: Analise da densidade de vasos sanguineos e linfaticos da lesdo na
doenca de Jorge Lobo. * p < 0,05 em comparacdo com o controle. DJL: grupo de
casos de doenca de Jorge Lobo. CTL: grupo controle.

6.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE MOLECULAS DE ADESAO CELULAR

(MACs)

Para avaliar a ativacao endotelial foram realizadas marcacdes dos antigenos

para ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina (figura 7).
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FIGURA 7: Micrografia da marcagao imunohistoquimica de moléculas de adesdo celular na lesdo durante
doenga de Jorge Lobo. (A) Células endoteliais expressando ICAM-1 (B) Células endoteliais expressando
VCAM-1. (C) Células endoteliais expressando E-selectina. Aumento 400x.
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Detectamos significativamente maior nimero de vasos contendo células
endoteliais que exibiram expressdo da molécula de adesédo ICAM-1 (p<0,0001) na
sua superficie quando comparado com o0 grupo controle. A quantificacdo
imunohistoquimica mostrou que a média de vasos que expressam a molécula ICAM-
1 foi de 27,58 (+ 15,32) vasos/mm? na lesdo dos pacientes, enquanto que na pele
normal ndo foram detectados vasos com células expressando essa molécula.
Observamos ainda que além das células endoteliais, outros tipos celulares tambéem
evidenciaram marcacgao para ICAM-1 (figura 8A).

O numero de vasos contendo células expressando VCAM-1 também se
mostrou significativamente maior em relacdo ao grupo controle (p = 0,0375). A
analise quantitativa mostrou que a lesdo dos pacientes apresentou média de 7,55 (+
6,2) vasos/mm? que exibiram marcacéo para VCAM-1, enquanto que na pele normal
a média foi de 1,6 (+ 1,6) vasos/mm? (figura 8B).

Diferentemente, o niumero de vasos marcados para E-selectina ndo diferiu
significativamente entre pele controle e infectada. 46% dos casos avaliados (n=11)
nao exibiram vasos marcados para E-selectina. A analise quantitativa mostrou que
a lesdo dos pacientes apresentou média de 4,66 (+ 11) vasos/mm? que exibiram

marcacao para E-selectina. A pele normal ndo exibiu vasos marcados (figura 8C).
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FIGURA 8: Analise da expressdo de moléculas de adesdo celular na lesdo durante
doenca de Jorge Lobo. (A) vasos expressando ICAM-1. (B) vasos expressando VCAM-1.
(C) vasos expressando E-selectina. * p < 0,05 em comparagdo com o controle. DJL: grupo
de casos de doencga de Jorge Lobo. CTL: grupo controle.
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Com a finalidade de melhor analisar o grau de expressdo das MACs
estudadas nos vasos nos casos de doenca de Jorge Lobo, determinamos o
percentual de expressao de cada molécula em relacdo a densidade total de vasos.
Verificamos que houve um maior percentual de vasos expressando a molécula
ICAM-1, havendo diferenca significativa quando comparada com a expressao de

VCAM-1 e E-selectina (figura 9).
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FIGURA 9: Percentual de expressdo de moléculas de adeséo celular na lesdo durante
doenca de Jorge Lobo. * p < 0,05 em comparacdo com 0s outros grupos. %: percentual
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7. DISCUSSAO

A doenca de Jorge Lobo é uma micose rara causada pelo fungo Lacazia loboi
gue acomete a pele. O processo dinamico entre o0 agente patogénico e o hospedeiro
resulta em uma doenca inflamatoria crénica, cujos aspectos fisiopatogénicos ainda
nao sdo bem compreendidos. Até onde conhecemos, 0 sistema vascular cutaneo
ainda nédo havia sido estudado na doenca de Jorge Lobo, sendo avaliado no
presente trabalho alguns dos seus aspectos.

A utilizacdo da técnica imunohistoquimica empregada no presente trabalho
como ferramenta metodologica apresenta-se apropriada e valiosa para estudar o
sistema microvascular cutdaneo na doenca de Jorge Lobo, uma vez que até o
presente momento ndo se conseguiu cultivar o fungo Lacazia loboi, limitando as
metodologias experimentais para estudo dos aspectos biolégicos do fungo e da sua
relacdo com o hospedeiro.

Os casos de doenca de Jorge Lobo estudados nesse trabalho mostraram que
a casuistica envolve predominantemente maior percentual de pacientes do sexo
masculino com idade média de 52 anos. Em um levantamento efetuado com um
total de 125 casos, observou-se 92% (n=115) dos casos pertencentes ao sexo
masculino e 8% (n=10) dos casos pertencentes ao sexo feminino (NAZARE, 1976).
Essas observacdes corroboram com o percentual encontrado em nossos casos.
Quanto a idade, segundo Baruzzi et al. (1979) ha uma maior concentracao de casos
da doenca de Jorge Lobo no grupo etario de 21 a 40 anos, considerando-se 0 inicio
da doenca. A idade média dos nossos casos foi baseada na idade no momento da

coleta o que pode ter contribuido para uma média de idade acima de 40 anos.
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Inicialmente foi realizada uma avaliacdo histopatologica da lesdo dos casos
em estudo. Observamos que na maior parte dos casos ocorreu epiderme retificada
atréfica e em menor nimero de casos observamos evento contrario de acantose e
hiperqueratose, além de casos de epiderme preservada. Essas alteracdes
histopatolégicas corroboram com os achados de Opromolla et al. (2000), que com
uma casuistica de 40 casos também verificaram maior ocorréncia de epiderme
retificada atrofica.

Na epiderme outro evento observado foi a eliminacdo transepidérmica do
fungo. Eliminacéo transepidérmica representa o processo pelo qual a pele se liberta
de células inflamatérias, componentes tissulares, material estranho e
microorganismos (MIRANDA et al., 2010). Em outros estudos sobre doenca de Jorge
Lobo esse processo também foi mencionado por Pradinaud e Talhari (1996),
Opromolla et al. (2000) e mais recentemente por Miranda et al. (2010).

Na derme observamos grande quantidade de fungo e de macréfagos presente
na lesao, linfécitos e outros tipos celulares apresentaram-se em menor quantidade
ou ausente, semelhante ao descrito em outros trabalhos (OPROMOLLA et al., 2000;
BARUZZI et al., 1979).

Nossos dados revelam que na doenca de Jorge Lobo ha alteracdes
microvasculares no local da lesdo. Diversas doencas dermatologicas estdo
associadas a uma vasculatura hiperativada ou insuficiente. Entre elas, estdo muitas
doencas inflamatérias da pele tais como psoriase, rosacea, dermatite de contato
(CARMELIET, 2003). As alteragBes microvasculares ja foram também descritas em

outras doencas infecciosas, tais como dengue, malaria e febre hemorragica
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(MARTINA et al., 2009; VAN DER HEYDE et al, 2006; CONNOLLY-ANDERSEN et
al, 2011).

A analise quantitativa da imunomarcacdo para D2-40 e CD34 demonstrou
gue na lesdo dos pacientes de doenca de Jorge Lobo houve menos vasos
sanguineos e linfaticos por unidade de area quando comparado ao grupo controle.
Isso significa que a infeccdo por Lacazia loboi parece promover uma redugao na
densidade de vasos no local da les&o.

O evento de regressdo dos vasos ou inibicdo da angiogénese, entre as
doencas causadas por fungo, foi observado na aspergilose pulmonar invasiva.
Nesse estudo, foi demonstrado que metabdlitos secundéarios do fungo Aspergillus
fumigatus inibe a diferenciacdo e migracao endotelial, bem como formacéo do tubo
capilar in vitro. Além disso, foi demonstrado que a gliotoxina tem uma funcéo
especifica nha mediacdo da atividade antiangiogénica de A. fumigatus (BEN-AMI et
al., 2009). E interessante avaliar em trabalhos posteriores se Lacazia loboi induz a
regressao dos vasos de forma direta ou indireta.

Quanto aos vasos linfaticos, embora a inflamacéo possa ser caracterizada
como mecanismo promotor da linfangiogénese, ha situacfes em gue nao se verifica
esse fendbmeno (MOUTA;HEROULT, 2003). Em nosso estudo foi marcante a
reducdo da densidade de vasos linfaticos na leséo de doenca de Jorge Lobo. O vaso
linfatico, até o momento, tem sido pouco explorado no estudo das doencas. Sua
atividade foi avaliada na psoriase, mostrando que ha aumento do nimero de vasos
linfaticos na placa psoriatica (FIEDLER et al., 2008). Esses vasos também tiveram
densidade aumentada na artrite no modelo murino e no homem, esse evento foi

intensificado apos terapia padrdo com infliximab (POLZER et al., 2008). Assim como
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observado na doenca de Jorge Lobo, o dano cutaneo por luz UV provoca reducao
de vasos linfaticos que leva a formacao de edema (KAJYIA et al., 2007).

A remodelagem vascular € controlada por mediadores pro e anti-angiogénico.
Entre os diversos sistemas de sinalizacdo que controlam a estabilidade vascular,
destacamos a familia TGF-f. Na doenca de Jorge Lobo, estudos
imunohistoquimicos revelaram intensa marcacdo para TGF- [ provavelmente
produzido por macrofagos, queratindcitos, ceélulas T, células dendriticas e
fibroblastos (VILANI-MORENO et al., 2005; XAVIER et al., 2008). Além da acao anti-
inflamatoria, TGF- B exerce importantes funcées no desenvolvimento vascular,
sendo seus efeitos altamente dependentes do microambiente. Em baixas
concentracfes, TGF- B é estimulatorio das funcBes endoteliais, enquanto em altas
concentracfes pode inibir a proliferacdo endotelial e migracdo atenuando estimulos
angiogénicos e limitando o crescimento do vaso (MANDRIOTA et al., 1996;
MURAKAMI, 2012; PARDALI et al.,, 2010). Portanto, a regressdo dos vasos
observada em nossos resultados corrobora com a intensa producdo de TGF-f3 e
rigueza de macréfagos no local da lesdo descrita na literatura o qual pode ser um
fator positivo para a reducéo da densidade de vasos.

Uma provavel explicacdo molecular para a regressdo de vasos sanguineos e
linfaticos na doenca de Jorge Lobo seria a perda de matriz extracelular e
degradacdo de fibras elasticas induzida no processo inflamatério levando ao
desprendimento do endotélio (BALUK et al., 2007; SAWANE; KAJYIA, 2012).

Expandindo a interpretacdo dos nossos resultados, essas alteragcdes na
densidade dos vasos sanguineos e linfaticos encontradas no presente trabalho

podem explicar alguns pontos ainda obscuros no entendimento atual da patogenia
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da doenca de Jorge Lobo. A perda de vasos sanguineos pode levar a hipdxia
tecidual, resultando em fibrose e dependendo da intensidade da hipdxia, pode
resultar em necrose, caracteristicas ja observadas nos exames histopatologicos
dessa doenca (OPROMOLLA et al., 2000). E provavel que o fungo Lacazia loboi
seja bem adaptado a ambientes com baixo teor de oxigénio, ja que é encontrado no
solo (GRAHL et al., 2012; RAMOS-E-SILVA et al., 2009). A perda de vasos linfaticos
resulta em acumulo de liquido intersticial devido a drenagem linfatica insuficiente
levando a formacdo de um edema e provavelmente interfere no influxo de células
dendriticas e montagem de uma resposta imune adaptativa adequada. A atividade
das células de Langerhans foi avaliada na doenca de Jorge Lobo por marcacéo
imunohistoquimica, ndo havendo diferenca morfolégica e do namero de células
guando comparado com a pele normal, o que evidencia inibicdo da maturacéo
celular e da capacidade migratoria das células de Langerhans (QUARESMA et al.,
2010).

Outro ponto ainda mais importante, a reduzida densidade de vasos na leséao
pode explicar porque mesmo com uma quantidade tdo elevada de fungo no local da
lesdo é rara ocorréncia de disseminacdo para outros 6rgdos. O registro de
disseminacdo ocorreu em um caso ha Costa Rica em um homem com lesdes na
perna esquerda ha mais de 47 anos, associadas a linfangite e tumoracéao testicular
(AZULAY et al., 1976).

O presente trabalho também avaliou funcionalmente a microvasculatura da
pele, a partir da detec¢éo de moléculas de adesdo na célula endotelial. Sabe-se que
células endoteliais microvasculares no sitio da inflamacéo sdo componentes ativos

no processo inflamatoério. Estas células ativadas expressam moléculas de adesao
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gue tem papel importante no recrutamento de células (POBER; SESSA, 2007).
Nesse contexto, foi realizada deteccédo das moléculas de adesédo ICAM-1, VCAM-1 e
E-selectina, sendo determinada a densidade de vasos que expressam essas
moléculas.

Nossos resultados mostraram aumento significativo do numero de vasos
marcados para as moléculas ICAM-1 e VCAM-1, mas ndo de E-selectina, quando
comparado com o controle, evidenciando a participacdo dessas moléculas no
recrutamento de leucécitos no local da infeccdo na doenca de Jorge Lobo. Esse
padrdo de expressdo de moléculas de adesédo difere do encontrado na infec¢éo por
outros fungos. C. albicans estimula a expressédo de ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina
(FILLER et al., 1996). Na infeccdo por A.fumigatus, a hifa, mas ndo o conidio,
estimulou células endoteliais a expressar E-selectina e VCAM-1, mas nao estimulou
a expressdo de ICAM-1 (CHIANG et al., 2008). Essa diferenca pode ser reflexo da
fina regulacdo entre essas moléculas com citocinas e quimiocinas produzidas
durante a infeccdo interferindo diretamente no recrutamento celular e na resposta
imunoldgica local.

Em nosso estudo ndo detectamos expressdo significativa da molécula E-
selectina nas lesdes. E conhecido que E-selectina media o contato inicial de células
Thl e Thl7 com endotélio ativado, mas ndo células Th2, estando expressa em alta
densidade no limen da membrana plasmatica de células endoteliais vasculares no
sitio da inflamacao (ALCAIDE et al., 2012; AUSTRUP et al., 1997; BONDER et al.,
2006). Na doenca de Jorge Lobo, ha evidéncias de que a resposta imune celular

estd prejudicada (AZULAY et al., 1970; PECHER; FUCKS, 1988). Dessa forma,
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sugerimos que o comprometimento dessa resposta poderia estar associado a baixa
expressao de E-selectina encontrada nas lesdes.

ICAM-1 e VCAM-1 foram as moléculas de adesdo que se mostraram
significativamente presentes em um maior numero de vasos em relacdo ao controle,
estando ICAM-1 expresso em um percentual mais elevado. A ligacdo de ICAM-1 e
VCAM-1 a integrinas de superficie de leucécitos permite a firme adesdo dessas
células a camada endotelial dos vasos. Essas moléculas sao importantes
componentes moduladores do trafego celular para os tecidos periféricos e 6rgaos
linfoides promovendo uma resposta imune efetora. Evidéncias recentes, entretanto,
apontam para dupla funcdo das moléculas de adesdo nas respostas imunolégicas.
Estudo usando o modelo de hipersensibilidade de contato examinou a adesédo de
células T efetora e T regulatérias (Treg) nos vasos da derme, mostrando que a
adesdo de células Treg foi altamente dependente de ICAM-1 e que esse processo
foi acompanhado em paralelo com elevados niveis de TGF-3 na pele (DEANE et al.,
2012). Além disso, foi demonstrado que células progenitoras mesenquimais as quais
exibem potente atividade imunossupressora, alterando a funcdo de diferentes
células imunoldgicas, tais como macrofagos, células dendriticas e células T,
apresenta em sua superficie elevada expressao das moléculas ICAM-1 e VCAM-1
na presenca de citocinas pro-inflamatérias (REN et al., 2010).

Nossos dados apontam a molécula ICAM-1 como um importante componente
no recrutamento de leucdcitos na doenca de Jorge Lobo. Em estudo realizado com
infeccdo experimental por Paracoccidioides brasiliensis foi demonstrada a
participacdo no recrutamento de leucécitos da molécula ICAM-1 contribuindo para o

infiltrado inflamatorio inicial composta principalmente por neutréfilos e macréfagos
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(GONZALEZ et al., 2005). Outro trabalho, avaliando o recrutamento de células T
CD4+ e CD8+ no pulméo de camundongo infectado por P. brasiliensis, mostrou que
ICAM-1 esta envolvido no controle da replicacdo do fungo (MOREIRA et al., 2006).

No entanto, a les&o na infec¢ao por Lacazia loboi, diferente da encontrada na
infeccdo por P. brasiliensis, apresenta pequena quantidade de linfocito, € provavel
haver diferencas no balanco de citocinas e quimiocinas presentes no microambiente
da infeccdo o que pode interferir na sua atuacao no tipo celular infiltrante. Outros
estudos precisam ser realizados para melhor elucidar a atuacdo de ICAM-1 na
doenca de Jorge Lobo.

Como foi comentado anteriormente, na doenca de Jorge Lobo ha uma intensa
producdo de TGF- B nas lesbes. Em células endoteliais humanas, foi mostrado que
o nivel elevado de TGF-B inibe a expressdo de E-selectina, mas ndo interfere na
expressdo de ICAM-1 e VCAM-1 (GAMBLE et al., 1993). A citocina TGF- parece
participar de forma ativa na patogenia da doenca de Jorge Lobo, interferindo na
densidade microvascular nas lesdes, bem como na expressdo da molécula E-
selectina. Nossos dados dao maior suporte a importancia da participacdo do TGF-
nessa doenca. Quaresma et al. (2008) ja haviam chamado atencéo para a atuacéo
do TGF-B na fibrogénese e imunodeficiéncia local.

Assim, os dados obtidos no presente trabalho indicam que na doenca de
Jorge Lobo h& uma disfuncdo microvascular no local da lesdo que refletem na
evolucdo da apresentacdo clinica. A pele lesionada apresenta uma densidade
reduzida de vasos que parece conter o fungo no local da infeccao e interferir na
recirculagdo adequada de células e na montagem apropriada de uma resposta

adaptativa. Por outro lado, h&4 ainda uma ativagdo endotelial, com importante
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participacdo da molécula ICAM-1 e inibicho da E-selectina que permite a
manutencao do processo infeccioso.

Dessa forma, propomos o modelo de que Lacazia loboi dribla a acdo do
sistema imune por estimular intensa producédo de TGF-B o que resulta em inibicdo
da expressdo de E-selectina, da maturacéo das células de Langerhans no local da
infeccéo criando um microambiente imunossupressor com deficiente resposta imune
celular. Além disso, ha uma ativacdo endotelial principalmente evidenciada pela
expressdo de ICAM-1 que provavelmente associada a producdo de quimiocinas é
responsavel pela presenca marcante de macréfagos. Associado a esse processo,
TGF-B induz fibrose, interferindo na densidade da microvasculatura, levando a
destruicdo de vasos, principalmente linfatico, formacéo de edema, hipdxia tecidual e
retencdo de células, bem como manutencéo do fungo restrito ao local da infeccéo.

O presente trabalho amplia nossa visdo sobre 0s eventos imunopatogénicos
envolvidos na cronicidade da doenca de Jorge Lobo, ao mesmo tempo em que
aponta a necessidade de aprofundar a pesquisa nesse tema. Ha uma necessidade
em melhor entender o processo de reducdo da densidade dos vasos, melhor
caracterizar as citocinas e quimiocinas produzidas, bem como possiveis reguladores
positivos e negativos da angiogénese e linfogénese produzidos no microambiente

local.
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8. CONCLUSOES

A andlise histopatolégica dos casos de doenca de Jorge Lobo mostrou
diferentes  alteracbes da  epiderme, havendo ocorréncia de
acantose/hiperqueratose e epiderme retificada atrdfica;

A analise histopatoldgica dos casos de doenca de Jorge Lobo mostrou grande
guantidade de fungo e intenso infiltrado de macréfagos, com rara formacao de
células gigantes e pequena quantidade de linfocitos;

A densidade total de vasos mostrou-se reduzida no local da infeccdo quando
comparado com o controle;

A densidade de vasos sanguineos e linfaticos mostrou-se reduzida no local da
infeccdo quando comparado com o controle;

Na doenca de Jorge Lobo houve maior nimero de vasos expressando
significativamente a molécula ICAM-1 e VCAM-1 quando comparado com o
controle;

Na doenca de Jorge Lobo ndo houve diferenca significativa do nimero de
vasos expressando a molécula E-selectina, quando comparado com o
controle;

Na doenca de Jorge Lobo houve maior percentual de vasos expressando a
molécula ICAM-1, quanto comparado com o percentual de vasos
expressando VCAM-1 e E-selectina.
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