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RESUMO



A interleucina 18 (IL-18) € uma citocina pré-inflamatéria com importante participagao
tanto na resposta inata como adquirida. Concentragdes elevadas de IL-18 sdo encontradas
em vdrias doencas inflamatérias e infecciosas. A expressdo aumentada de IL-18 pode
contribuir para a resolucdo de processos infecciosos, mas também pode promover uma
resposta inflamatéria exagerada, prejudicial ao hospedeiro. O objetivo deste estudo foi
determinar as concentracOes séricas de IL-18 e outros mediadores inflamatdrios
(IL-12, sICAM-1, sTNFRI, sTNFRII, CXCL9, CXCLI10), antes e apds tratamento
antifiingico, em pacientes com a forma juvenil (FJ) e adulta (FA) da paracoccidioidomicose
(PCM), assim como em individuos normais sauddveis e relacionar com a atividade e
gravidade da doenca. Também foram avaliadas as concentragdes de IgG total, subclasses de
IgG e IgE anti-gp43 de P. brasiliensis. Todas as dosagens foram realizadas por método
imunoenzimatico (ELISA). Os niveis séricos basais de IL-18, 1L-12, SICAM-1, sTNFRI,
sTNFRII, CXCL9, CXCL10 estavam mais elevados em pacientes com PCM em relacdo ao
grupo controle. Pacientes com a FJ apresentaram concentra¢des mais elevadas de IL-18 e
sTNFRII em relagdo aqueles com a FA da PCM, enquanto estes mostraram maiores
concentracdoes de STNFRI em relacdo aos pacientes com a FJ. Houve correlagdo positiva
entre as concentracoes de IL-18 e SICAM-1 (r=0.62, p<0.0001), sTNFRI
(r=0.61, p<0.0001), sTNFRII (r=0.64, p=0.002) e também em relacdo a gravidade da
doenca nos pacientes com a FJ. A terapia anti-flingica resultou em significante diminui¢ao
das concentragdes séricas de todos os mediadores inflamatorios analisados que, de maneira
geral, atingiram os valores encontrados no grupo controle ao final de 2 anos de tratamento.
A pesquisa de anticorpos mostrou niveis basais maiores de IgG4 e IgE nos pacientes com a
FJ, enquanto que a IgGl estava mais elevada naqueles com a FA. Em conjunto os
resultados mostraram que uma forte resposta inflamatéria marca a fase inicial da PCM
humana e que mediadores como a IL-18 e o sSTNFRII parecem contribuir em particular para

uma forma mais grave da doenca.
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ABSTRACT



IL-18 is a pro-inflammatory cytokine of the IL-1 superfamily that exhibits broad functional
effects in innate and acquired immune responses and which has been found in high levels in
several chronic inflammatory and autoimmune diseases. Over-expression of IL-18 may
promote early resolution of infection or could induce a detrimental exaggerated immune
response. The aim of this study was to determine serum levels of IL-18 and other
inflammatory mediators (IL-12, sICAM-1, sTNFRI, sTNFRII, CXCL9, CXCLI10) at
baseline and after antifungal therapy in serum from patients with juvenil (JF) and adult
form (AF) of paracoccidioidomycosis (PCM) as well as in healthy controls (C), and to
assess their possible relationships to the severity of disease. IL-18 and sTNFRII levels in
patients with the JF of PCM were significantly higher than in the AF and controls. In
relation to SICAM-1, no difference was observed between JF and AF but both presented
higher levels than controls. STNFRI levels were higher in patients with PCM than in
controls, and significant higher concentrations were detected in AF patients as compared to
JF ones. Moreover IL-12 and chemokines CXCL9 and CXCL10 were also higher in
patients than in controls. In JF patients IL-18 levels significantly correlated with SICAM-1
(r=0.62, p<0.0001), sTNFRI (r=0.61, p<0.0001), sTNFRII (r=0.64, p=0.002), as well as
with clinical severity. The results suggest the value of serum IL-18 and sTNFRs levels as a
parameter of PCM severity and may support a possible role for them in the pathogenesis of

the disease.
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INTRODUCAO



A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistétmica endémica em
diferentes regides do Brasil. E causada pelo fungo dimorfico Paracoccidioides brasiliensis
e acomete principalmente individuos adultos do sexo masculino, que trabalham na zona

rural (BRUMMER et al, 1993).

Grande parte dos individuos que entram em contato com o fungo consegue
conter a infeccdo e ndo desenvolver a doenca. Esse fato é evidenciado pela alta taxa de
moradores de dreas endémicas que apresentam teste cutineo de hipersensibilidade tardia
(HTT) positivo para antigenos do fungo, mas ndo apresentam qualquer sintoma da doenca
(Bethlem et al., 1999; Wanke e Londero, 1994). Essa condi¢dao, denominada PCM-

infeccdo, € muito mais comum do que a PCM-doenca.

Quando a doenca se estabelece, € caracterizada por um largo espectro de
manifestagdes clinicas, agrupada em 2 formas principais: a forma adulta ou cronica (FA),
geralmente mais localizada e menos agressiva, e a forma juvenil (FJ) ou aguda, mais grave.
Em ambos os casos a imunidade celular apresenta-se comprometida, e a auséncia de terapia
especifica leva a altas taxas de mortalidade, principalmente em criangas (Benard et al.,

1996; Lacaz et al., 2002).

A forma juvenil ocorre em criancas e adultos jovens de ambos os sexos,
representando menos de 10% da casuistica geral da doenga. A avalia¢do clinica desses
pacientes evidencia a presenca de adenomegalia, hepatoesplenomegalia e eventual
disfungdo de medula Ossea, simulando patologias linfoproliferativas. Nestes casos a
evolucdo da doenga € rapida, com febre, emagrecimento e comprometimento do sistema
fagocitico-mononuclear (figado, bago, linfonodos e medula 6ssea). Os pacientes
apresentam a resposta imunolégica humoral preservada, com aumento da producgdo de
anticorpos especificos do tipo IgG4, IgE e IgA (Benard et al., 2001, Mamoni et al., 2002,
Mamoni et al., 2001), enquanto a resposta imunoldgica celular a antigenos do fungo esté
severamente deprimida (Benard et al., 1996, Mota et al., 1985). A anélise histopatolégica
das lesdes mostra reacdo inflamatdria ndo especifica com formag¢do de granulomas frouxos,
observando-se multiplicagdo ativa do fungo dentro das células fagocitérias (Franco et al.,

1996).
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A forma adulta ocorre em aproximadamente 90% dos pacientes, com
progressdo lenta e insidiosa, podendo levar meses ou anos para se estabelecer, como
resultado da reativagdo de um foco latente da infec¢do fungica. A forma crdnica pode ser
leve, moderada ou grave, com lesdes que variam desde uma ulceracdo oral isolada até o
envolvimento pulmonar difuso. Pode apresentar-se de forma localizada (unifocal), sendo o
pulmdo o 6rgdo mais atingido, mostrando multiplas lesdes em todo o trato respiratorio e
manifestagcdes clinicas como tosse, expectoracdo e dispnéia a esforcos (Benard et al., 2001).
A forma cronica multifocal atinge mais de um 6érgdo ou sistema, apresentando sintomas
variados com lesdes na mucosa oral, nasal, pele, linfonodos, e em menor escala nas
glandulas adrenais, intestinos e sistema nervoso central (Brummer et al., 1993, Franco,
1987, Franco et al., 1997). A resposta imunoldgica humoral caracteriza-se pela producdo de
niveis elevados de anticorpos do tipo IgG1 na forma cronica unifocal, e de [gG4 e IgE na
forma multifocal (Mamoni et al.,, 2001; Mamoni et al., 2002). Pacientes com a FA
geralmente apresentam teste cutaneo de hipersensibilidade do tipo tardio positivo e achados
histopatologicos mostrando granulomas epitelidides tipicos, que circundam as lesdes e

dificultam a multiplicagc@o do fungo (Montenegro, 1986).

Em trabalho anterior verificamos que células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com a forma juvenil da PCM proliferam pouco e produzem
preferencialmente citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-5) em resposta a estimulacdo com
antigeno de P. brasiliensis. Em contraposi¢do individuos com PCM-infeccdo produzem
IFN-y, TNF-a e baixos niveis de IL-4, IL-5 e IL-10, caracterizando uma resposta
predominantemente Th1. Pacientes com a forma adulta constituem um grupo intermedidrio,

no qual um perfil heterogéneo de resposta imunolégica pode ser observado

(Oliveira et al., 2002).

O principal indutor da producao de IFN-y e indiretamente de TNF-a € a IL-12,
produzida principalmente por células dendriticas, macréfagos e neutréfilos (Gately et al.,
1998). Em estudo anterior verificamos a presenca de concentragdes mais elevadas de IL-12
no sobrenadante de culturas de células mononucleares do sangue periférico de pacientes
com forma adulta da PCM, seguido do grupo PCM-infeccdo (Oliveira et al., 2002), em

relagdo aos pacientes com a forma juvenil. Esses dados estdo de acordo com observagdes
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de que a producdo de IL-12, assim como o IFN-y sdo indicadores de uma resposta
protetora, tendo em vista o fato dos pacientes com a forma adulta mostrarem um controle
mais eficiente da doenca (lesdes mais localizadas), em relacdo a forma mais grave e
disseminada (forma juvenil). Romano et al., 2002 demonstraram que a adi¢do de IL-12 em
culturas de células mononucleares de pacientes com PCM aumentava a producdo de
IFN-y e, quando adicionadas em culturas junto com anti-IL-10, aumentava também a

resposta linfoproliferativa frente a antigenos do fungo.

Dentre as multiplas atividades da IL-12, estd a de induzir a expressdao de
perforinas e serina esterase € a producdo de IFN-y em células NK e linfocitos T. Estas sdo
condi¢des criticas para o desenvolvimento da resposta Thl, que leva a ativacdo de
macréfagos e a producdo de anticorpos que fixam complemento (Peracoli et al., 1991;
Peracoli et al., 1995; Cesano et al., 1993). O eixo formado entre IL-12 e IFN-y € essencial
para o desenvolvimento do granuloma e a imunidade protetora contra varios
microorganismos intracelulares no homem e em camundongos (Gately et al., 1998, Romani
et al., 1997; Parise-Fortes et al., 2000; Souto et al., 2000). Animais deficientes em IL-12
sdo extremamente suscetiveis a infeccdo pelo P. brasiliensis e apresentam elevada taxa de
mortalidade (Livonesi, 2001). Em concordancia verificou-se que esta citocina teve um
efeito protetor na infeccdo experimental sist€émica por P. brasiliensis, associado a

diminuic¢ao dos niveis de IL-4 e IL-10, citocinas do tipo Th2 (Arruda et al., 2002).

A interleucina 18 (IL-18) originalmente chamada de Fator Indutor de IFN-y, é
uma citocina pleiotropica secretada por macréfagos ativados, linfécitos T e B, e células
dendriticas (Okamura et al., 1995; Okamura et al., 1998). Sua principal fun¢do € induzir a
proliferacao de células Thl e a sintese de IFN-y, potencializada pela acdo da IL-12
(Robinson et al., 1997, Yoshimoto et al., 1998). Como o IFN-y estimula macréfagos e
células B a produzir radicais de oxigénio e imunoglobulinas, respectivamente, a IL-18 tem
importante papel na resposta de defesa a varios microrganismos intracelulares. Além disso
a IL-18 ativa células TCD8+ (Kohyama et al., 1998, Okamoto et al., 1999) cuja
participacao na resposta de defesa ao P. brasiliensis tem sido aventada (Cano et al., 2000,

Fornazim et al., 2003).
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A TL-18 também exibe uma série de efeitos pro-inflamatérios independentes de
IFN-y e induz a producdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1pB, IL-6, e
IL-8, provavelmente por meio da ativacdo do NF-xB (fator de transcri¢do nuclear

Kappa B).

Virios trabalhos mostraram concentragdes séricas elevadas de IL-18 em
doencas inflamatorias como artrite reumatdide (Gracie et al., 1999), cirrose biliar primaria
(Yamano et al., 2000), Doenca de Crohn (Monteleone et al., 1999) e associagdo com a
atividade da doenca em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico (Park et al., 2004),

psoriase (Arican et al., 2005) e doencga de Behcet (Oztas et al., 2005).

A IL-18 pode também atuar sobre linfocitos T e células NK de forma
independente da IL-12, dando origem a respostas do tipo Th2 (Hoshino et al., 1999,
Yoshimoto et al., 2000). Embora IL-18 e IL-12 em conjunto suprimam a sintese de IgG em
camundongos infectados por helmintos, a injecdo de apenas IL-18 aumenta os niveis de IgE
e a producdo de IL-4 e IL-13 por basoéfilos, mastécitos e células TCD4+. Estes resultados
sugerem que a IL-18 pode induzir células TCD4+ produtoras de IL-4 ou condicionar
células a produzir IL-4 em resposta a estimulag¢do antigénica. Além disso a IL-18 aumenta
o recrutamento de eosinéfilos para as vias aéreas (Kumano et al., 1999) e em combinagdo
com a IL-2 aumenta a secrecdo de IL-13 por células T e NK (Hoshino et al., 1999). Por
outro lado, células Thl de memdria estimuladas por IL-18 na presenca do antigeno sao
capazes de produzir IFN-y, IL-9, IL-13, GM-CSF, TNF-a, RANTES e MIP-1a e de induzir
inflamacdo e hiperreatividade das vias aéreas (SUGIMOTO et al. 2006). Desta forma,
considerando os efeitos pleiotropicos da IL-18, € provavel que esta citocina ative moléculas
sinalizadoras distintas em diferentes populacdes celulares dependendo do contexto de sua

estimulagdo

A expressdo de moléculas de adesdo constitui um importante passo na inducao
da inflamac¢do. Em resposta a estimulacdo por microrganismos, as células do hospedeiro
liberam citocinas como IL-1B, TNF-a e IFN-y, que levam a um aumento na expressao de
varias moléculas de adesdo em mondcitos e células endoteliais (Carlos e Harlan, 1994).
A molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1/CD54) é uma proteina transmembrana e

membro da superfamilia das imunoglobulinas, que € constitutivamente expressa em varias
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células (Dustin et al., 1986). A ICAM-1 estd envolvida na interagdo célula-célula e no
extravasamento de leucdcitos para os locais de inflamagdo por meio da ligacdo a duas
integrinas CD11a/CD18 (LFA-1) e CD11b/CD18 (Mac-1), ambas da familia de integrinas
B2 (Diamond et al., 1990, Marlin e Springer, 1987). Stuyt et al., 2003 demonstraram que a
IL-18 induz ICAM-1 seletivamente, enquanto a expressao de outras moléculas de adesao
nao ¢é afetada. Além disso verificaram que a IL-12 tem um efeito aditivo sobre a inducao de

ICAM-1 pela IL-18 dependente, em parte, da producdo endégena de TNF-a.

Existem vdrios mecanismos enddgenos para limitar a atividade sist€mica dos
mediadores inflamatérios. O TNF por exemplo pode ser ligado por receptores soliveis
(sTNFR), dominios extracelulares dos TNFRs tipo I e tipo II (van der Poll e Lowry, 1995).
Os sTNFRs retém a sua afinidade pelo TNF e servem como inibidores da sua atividade,
quando presentes em concentragdes elevadas em relacdo a citocina. Os receptores de TNF
podem ser dois tipos denominados TNFRI, com peso molecular de 55kD e TNFRII com
75kD, ambos presentes em diferentes células. A interacdo do TNF com o TNFRI leva ao
recrutamento de uma proteina adaptadora que ativa caspases resultando na inducdo da
apoptose. Por outro lado, a interagdo com TNFRII leva ao recrutamento de proteinas
denominadas fatores associados ao receptor de TNF (TRAFs) que ativam fatores de
transcricao nucleares como o NFkB e ativam proteinas como AP-1, levando a ativagdo
celular (Aldriss e Naismith, 2000). Foi proposto que as concentracdes séricas dos
receptores endogenos de citocinas possam indiretamente refletir atividade das citocinas pro-
inflamatérias. Em infec¢des cronicas, em particular, a determinagdo dos niveis séricos de
STNFR pode ser ttil para o monitoramento do tratamento (Girardin et al., 1992,

Godfried et al., 1993, Juffermans et al., 1998, Zijlstra et al., 1995).

Niveis séricos de STNFR estdo elevados em uma série de doengas inflamatorias
e infecciosas, geralmente associada a atividade e gravidade do quadro.
(Van Zee et al., 1992; Girardin et al., 1992, Godfried et al., 1993, Zijlstra et al., 1995). Na
hepatite B e C o aumento da concentragdo de receptores de TNF € considerado como
marcador de atividade da doenca (Tai et al., 2001). Itoh et al. (1999) verificaram que ocorre
um aumento da expressdo de TNF-RII em pacientes com hepatite C e propuseram que o

sistema TNF-a—-TNF-Rs, principalmente o TNF-RII, estd envolvido diretamente no
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processo inflamatério cronico da doenca. Recentemente Huang et al (2000) verificaram
existir uma correlac@o positiva entre a concentracdo de STNFRII e o nimero de mondcitos
no sangue periférico.

O valor potencial da concentracdo de sSTNFRs como marcadores de atividade de
doenca ainda nao foi investigado na PCM.

Ao lado das moléculas de adesdo e das citocinas inflamatorias, as quimiocinas
desempenham papel fundamental no desenvolvimento de uma resposta imunoldgica
efetiva. Quimiocinas sdo citocinas cuja principal fun¢do € o recrutamento e ativacdo de
leucécitos durante o processo inflamatério, podendo modular a ativagdo de linfécitos T
(Charo e Ransohoff, 2006). Estudos experimentais em camundongos infectados por P.
brasiliensis mostraram uma elevacdo nas concentracoes de RANTES/CCLS, MCP-1/CCL2,
IP-10/CXCL10 e Mig/CXCL9 associada a infiltragdo de células mononucleares nos
pulmdes, enquanto que em animais deficientes em IFN-y, a produ¢do de KC e MIP-1a foi
relacionada a neutrofilia, auséncia de granulomas e baixa atividade fungicida, resultando
em disseminacao do fungo e menor resisténcia a infec¢ao (Souto et al., 2003).

Como ja salientado anteriormente, as formas mais graves da PCM
(FJ e FA disseminada) foram associadas a uma tipica resposta Th2, caracterizada pela
producdo de altos niveis de anticorpos das classes IgG4, IgE e IgA, da citocina TGF-f3 e de
eosinofilia periférica (Mamoni et al., 2001, Mamoni et al.,, 2002). Em resposta a
estimulacdo com antigeno de P. brasiliensis células mononucleares do sangue periférico de
pacientes com a FJ produzem niveis mais elevados de IL-4 e IL-5, mas niveis diminuidos
de IL-12 (RNAm e proteina), quando comparados a pacientes com a FA
(Oliveira et al., 2002, Mamoni et al., 2005, Mamoni et al., 2006). O resultado desta
polarizacdo seria o desenvolvimento de uma resposta imunoldgica celular deficitaria,
levando a desativacdo de macréfagos, principal mecanismo de defesa contra o fungo.
Entretanto, o desenvolvimento de doenca ativa e disseminada também aciona potentes
mecanismos inflamatorios com repercussdo sist€mica e efeitos modulatérios sobre a
resposta de defesa do hospedeiro. Neste trabalho foi nosso objetivo quantificar os niveis
séricos de varios mediadores inflamatérios em pacientes com a forma juvenil e adulta da
PCM, relaciond-los a atividade e gravidade da doenca, assim como verificar o seu

comportamento frente a terapia antifingica.
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mm OBJETIVOS



OBJETIVO GERAL:

Avaliar a concentragdo sérica de mediadores inflamatdrios e anticorpos anti-P.
brasiliensis em pacientes com PCM antes e apds tratamento antiftingico e correlacionar

com a atividade e gravidade da doencga.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Determinar a concentracdo sérica de IL-18, sICAM-1, IL-12, sTNFRI,
sTNFRII, CXCL9 e CXCL10 antes e apds tratamento antifingico em
pacientes com a forma juvenil e adulta da PCM e em individuos normais

saudaveis.

- Determinar a concentracdo sérica de IgG, IgGl, IgG2, 1gG3, IgG4 e IgE
anti-P. brasiliensis antes e apds tratamento antiflingico em pacientes com a

forma juvenil e adulta da PCM e em individuos normais sauddveis.

- Correlacionar os achados com os parametros de atividade e gravidade da

doenca.
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Serum IL-18 and sTNFRII are associated with disease severity in patients
with paracoccidioidomycosis, aceito provisoriamente para publicagdo no periddico:

Clinical and Experimental Immunology
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Summary

IL-18 is a pro-inflammatory cytokine of the IL-1 superfamily that exhibits
broad functional effects in innate and acquired immune responses and which has been
found in high levels in several chronic inflammatory and autoimmune diseases. Over-
expression of IL-18 may promote early resolution of infection or could promote a
detrimental exaggerated immune response. The aim of this study was to determine serum
levels of IL-18 and other inflammatory mediators (IL-12, sSICAM-1, sTNFRI, sTNFRII,
CXCL9, CXCL10) at baseline and after antifungal therapy in serum from patients with
juvenil (JF) and adult form (AF) of paracoccidioidomycosis (PCM), as well as in healthy
controls (C), and to assess their possible relationships to the severity of disease. IL-18 and
sTNFRII levels in patients with the JF of PCM were significantly higher than those in the
AF and controls. In relation to SICAM-1, no difference was observed between JF and AF
patients but both presented higher levels than controls. sTNFRI levels were higher in
patients with PCM than in controls, and significant higher concentrations were detected in
AF patients as compared to JF ones. Moreover IL-12 and chemokines CXCL9 and
CXCL10 were also higher in patients than in controls. In JF patients IL-18 levels
significantly correlated with sICAM-1 (r=0.62, p<0.0001), sTNFRI (r=0.63, p<0.0001),
STNFRII (r=0.51, p=0.02), as well as with clinical severity. The results suggest the value of
serum IL-18 and sTNFRs levels as a parameter of PCM severity and may support a

possible role for them in the pathogenesis of the disease.
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Introduction

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a deep mycosis endemic in various countries
of Latin America, mainly in Brazil. The etiological agent of PCM is the thermo-dimorphic

fungus Paracoccidioides brasiliensis [1]

The disease presents a broad spectrum of clinical and pathological
manifestations ranging from benign and localized forms to severely disseminated disease.
According to the current classification [2] the adult or chronic progressive form of the
disease (AF) predominantly affects adult males, with a high frequency of pulmonary, skin,
adrenal and visceral involvement. In clear contrast to the adult type, the juvenile type (JF)
equally affects young patients of both sexes and is characterized by systemic lymph node
involvement, hepatosplenomegaly, and bone marrow dysfunction, resembling a
lymphoproliferative disease. Patients with AF usually exhibit low levels of specific
antibodies and adequate cellular immune responses, while those with the JF typically show
high levels of specific antibodies, polyclonal activation of B cells, antigenemia, and

impaired cellular immune responses [3].

New insights concerning the important role of innate immune response in
govern protection or immunopathology and the quality of adaptive immune response in
fungal infections, support the idea that the magnitude of the initial inflammatory response

may influence the disease outcome.

IL-18 is a pleiotropic cytokine secreted by activated macrophages, T and B
lymphocytes and dendritic cells [4, 5]. IL-18 main function is to induce the proliferation of
Thl cells and IFN-y production potencialized by IL-12 [6, 7]. As IFN-y stimulates
macrophages and B cells to produce oxygen free radicals and immunoglobulins,
respectively, it plays an important role against many intracellular microorganisms.
Moreover, elevated expression of IL-18 were associated with inflammatory conditions such
as rheumatoid arthritis [8], primary biliar cirrhoses [9]) and Crohn Disease [10], as well as
with disease activity in LES patients [11]. Recently it was shown that IL-18 is also able to
stimulate NK and T cells independently of IL-12, giving rise to Th2 responses [12, 13].
Although IL-18 and IL-12 together inhibit IgG synthesis in mice infected by helminthes,
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the injection of IL-18 alone increases IgE levels and IL-4 and IL-13 production by
basophils, mast cells and CD4+ T cells. These results suggest that IL-18 is able to induce
IL-4 producing CD4+ T cells or to conditioner cells to produce IL-4 in response to
antigens. Besides, IL-18 increases eosinophil recruitment to airways [14] and in
combination with IL-2 increases IL-13 secretion by T and NK cells [12]. In previous papers
we were able to show that JF patients develop an immune response against the fungus
characterized by the production of high titers of anti-P. brasiliensis 1gG4, IgE and IgA [15,
16] and a predominance of immunossupressive cytokines such as 1L-4, IL-5 and TGF-3
[17, 18]. These data, associated with eosinophilia, is strong evidence of a Th2 type of

response in the JF of PCM.

Adhesion molecules expression is an important step in inflammation induction.
In response to microorganisms host cells release cytokines as IL-1p, TNF-a e IFN-y , which
cause an up regulation of adhesion molecules in monocytes and endothelial cells [19].
Intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1, CD54) is a transmembrane protein member of
the superfamily of the immunoglobulins, constitutively expressed in the membrane of
various cell types [20]. ICAM-1 is involved in cell to cell interaction and in the
extravasation of leukocytes to the inflammation sites through the ligation to B2-integrins
CD11a/CD18 (LFA-1) and CDI11b/CD18 (Mac-1) [21, 22]. Stuyt et al. (2003)
demonstrated that IL-18 is able to selectively induce ICAM-1 while no others adhesion
molecules are affected. In addition they showed that IL-12 has an addictive effect over
ICAM-1 induction by IL-18, partly dependent of endogenous production of TNF-a [23]. In
addition, IL-18 is able to stimulate CD8+ T cells which have a key role in the immune

response against virus [24, 25].

In patients with PCM and mice infected with P. brasiliensis an overexpression
of TNF-a levels was associated with disease activity [26-28]. TNF-a is a key cytokine
involved in granuloma formation in PCM [27]. Cell surface TNFRs shed into the serum
component may act as soluble TNF-binding proteins to modulate TNF biological activity
[29] and soluble TNFR levels have been found to correlate with many inflammatory

conditions and are thought to act as a marker of disease activity [30-32].
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In the present study we sought to determine serum concentrations of IL-18, IL-
12, SICAM-1, sTNFRs, chemokines CXCL9 and CXCL10, as well as anti-P. brasiliensis
antibodies in patients with JF and AF of PCM, before and after antifungal therapy.

Patients and methods

Sera: Patients with PCM cared for at the University Clinical Hospital of
UNICAMP, Campinas — SP, Brazil, were grouped according to the clinical form in juvenil
(JF) and adult form (AF). The diagnosis of PCM was confirmed by the histopathological
exams of biopsies or the finding of the fungus in scrapings of skin lesions, in material
obtained from lymph nodes or in the sputum (direct examination). Serum samples were
obtained at baseline (TO) and after antifungal therapy for 1 (T1) and 2 (T2) years. We
analyzed 23 sera from patients with the JF (14 males and 9 females, age: 6-41 years) and 18
sera from patients with AF (15 males and 3 females, age: 33-69 years) of PCM. We also
analyzed 21 healthy controls (C, 16 males and 5 females, age: 21-62). The study protocol
was approved by the Ethics Committee of State University of Campinas Medical Scholl
(SP, Brazil).

Measurement of IL-18, IL-12p40p70, sICAM-1, sTNFRI, sTNFRII,
CXCL9 and CXCL10: Serum levels of SICAM-1, sTNFRI and sTNFRII, CXCL9 and
CXCL10 were assessed by commercially available sandwich enzyme immunoassay
according to manufacturer instructions (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Detection
limit for sSICAM-1, sTNFRI, sTNFRII, CXCL9 and CXCLI10 are 15.6 pg/mL, 12.5 pg/mL,
7.8 pg/mL, 62,5 pg/mL, and 31,2 pg/mL, respectively. IL-18 (MBL — Medical & Biological
Laboratories, Nagoya, Japan) and IL-12 p40/70 (Amersham Biosciences), were also
detected by ELISA and the detection limits of the assays are 12,5 pg/mL and 5 pg/mL,

respectively.
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Determination of IgG subclasses: IgGl, 1gG2, IgG3 and IgG4 anti- P.
brasiliensis gp43 were detected by ELISA as previously described [15]. Results were
expressed as the absorbance index (AI), a numeric value calculated by dividing the net
absorbance of each test serum by the net absorbance of a positive reference serum pool on
each plate, multiplied by 100. The Al is an arbitrary value that is linearly related to the
antibody concentration and allows the comparison of sera tested on different plates and in

different experiments.

Determination of IgE anti-P.brasiliensis gp43: IgE anti-P. brasiliensis gp43
were detected by a capture ELISA as previously described [16]. The results were expressed

as absorbance index as for subclasses.

Statistical analysis: Values are presented as medians (range). Comparisons
among groups were made using Kruskall-Wallis non parametric test. The comparison
between parameters before and after treatment were made by Wilcoxon rank-sum test for
matched samples and the correlation analysis, using the nonparametric Spearman test. A p

value <0.05 was considered.
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Results

Patients with JF and AF of PCM were included in this study. We analyzed
clinical and laboratory findings of the patients retrospectively. Lung and mucosal
involvement were more frequent among AF patients while superficial lymphadenomegaly,

splenomegaly, hepatomegaly, abdominal masses and eosinophilia characterized JF patients.

Table I — Clinical manifestations of PCM patients at baseline

Clinical manifestations JF-n (%) AF —n (%)
Superficial lymphadenomegaly 18 (81.8) 4(22.2)
Splenomegaly 13 (59.1) 0 (0.0)
Hepatomegaly 12 (54.5) 0 (0.0)
Abdominal mass 7 (31.8) 0 (0.0)
Bone lesions 2.1 0 (0.0)
Lung lesions 2.1 16 (88.9)
Mucosal lesions 2(9.1) 10 (55.6)
Cutaneous lesions 4 (18.2) 2(11.1)
Eosinophilia 22 (100.0) 11 (61.1)
Abdominal pain 6(27.3) 0(0.0)
Fever 10 (45.5) 3(16.7)
Moderate and severe malnutrition 7 (31.8) 6 (33.3)
Diarrhea with/without abdominal pain 1(4.6) 0(0.0)
Ascites 1(4.6) 0(0.0)
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Baseline IL-18 levels were significantly higher in patients with the JF of PCM
as compared with AF and C (Fig. 1A). In relation to sSICAM-1 the patients (JF and AF)
presented higher concentrations in comparison with C individuals (Fig. 1B). It has to be
pointed out 6 patients in the JF group, whose IL-18 (>1250 pg/mL) and sICAM-1 (>600
ng/mL) levels were a lot more elevated than in most of the other components of the group.
Even considering that JF patients generally present a more severe form of the disease as
compared to AF, this special group of 6 patients showed poor prognostic clinical factors at
diagnosis with an extensive organ commitment characterized by mesenteric
polyadenopathy, hepatosplenomegaly and osteoarticular involvement. Moreover two
patients died after episodes of recurrence of the disease. A significant correlation was found
between IL-18 and sICAM-1 levels in JF group (r=0.61, P=0.002), but not in AF group
(Fig. 1C).
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Figure 1- IL-18 (A) and sSICAM-1 (B) levels at baseline in the serum of JF and AF patients
as well as in normal controls — C. Horizontal lines represent the median.
Statistics: Kruskal-Wallis, * p<0.05. Correlation between IL-18 and sICAM-1
(C). The values of r and p are represented in the figure. Statistics: Spearman’s

rank correlation coefficients.
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Patients with PCM presented higher levels of IL-12 as compared with C

individuals, although no differences were observed between JF and AF groups (Fig. 2).
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Figure 2- IL-12p40p70 levels at baseline in serum from patients with the JF and AF of
PCM as well as normal controls - C. Horizontal lines represent median.

Statistics: Kruskal-Wallis, * p<0.05.

Patients with PCM also exhibit elevated levels of sSTNFRs in relation to
controls. However, an interesting difference was observed between AF and JF patients,
with the former showing substantially higher levels of sTNFRI (Fig. 3A) and the latter
presenting more TNFRII (Fig. 3B). A significant correlation was found between IL-18 and
STNFRI (r=0.63, p<0.0001), as well as IL-18 and sTNFRII (r=0.51, p=0.02) levels in JF
group, but not in AF group (Fig. 3 C and D, respectively).
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Figure 3- sSTNFRI (A) and sTNFRII (B) levels at baseline in serum from patients with the
JF and AF of PCM as well as normal controls - C. Horizontal lines represent
median. Statistics: Kruskal-Wallis, * p<0.05. Correlation between IL-18 and
STNFRI (C) and TNFRII (D). The values of r and p are represented in the

figure. Statistics: Spearman’s rank correlation coefficients.

Another important component of the inflammatory reaction are the chemokines
that direct the movement of circulating leukocytes to sites of inflammation. No differences
were detected among the groups in relation to CCL2 (MCP-1) concentration in sera (data
not shown). However the levels of the IFN-y-induced chemokines CXCL9 and CXCL10
were more elevated in PCM patients, regardless the clinical form, as compared to controls

(Fig. 4A and B).
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Figure 4- CXCL9 (A) and CXCLI10 (B) levels at baseline in serum from patients with the
JF and AF of PCM as well as normal controls - C. Horizontal lines represent

median. Statistics: Kruskal-Wallis, * p<0.05.

IL-18 and sICAM-1 serum levels decreased significantly during the first year of
antifungal treatment in JF patients as compared to AF ones for whom a less pronounced
effect was observed. On the other hand, JF patients presented constant levels of IL-12
during the first twelve months of treatment and then showed a strongly decrease until the
end of the period, while IL-12 levels markedly dropped in sera from AF patients during
treatment (Table II).

Although initial concentration of sSTNFRI was more elevated in AF than in JF,
the levels almost overlap after 2 years of treatment. sSTNF-RII levels was initially more
elevated in JF as compared to AF patients and declined substantially after treatment. On the
other hand in AF patients the concentration of sTNF-RII remained constant during the

analyzed period (Table II).
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Table II — Levels of mediators in serum at baseline (T0O) and after 1 (T1) and 2 years (T2)

of antifungal

therapy

paracoccidioidomycosis.

in patients

with juvenile and

adult form of

Juvenile Form (JF)

Mediator

TO

T1

T2

IL-18 (pg/mL)
SICAM-1 (ng/mL)

IL-12 (pg/mL)

588.0 (162.2-1450.0)*#
338.9 (52.6-791.7)*#

83.5(20.9-351.4)

257.9 (103.3-613.3)
173.1 (34.9-396.0)

85.8 (9.9-278.5)#

250.7 (97.1-364.9)
135.3 (58.6-374.6)

38.8 (5.9-155.1)

STNFRI (pg/mL) 1530.0 (385.4-3307.0) 2060.0 (430.8-12651.0) 2362.0 (522.6-3366.0)
STNFRII (ng/mL) 17.7 (5.4-89.8)*# 9.3 (3.8-96.0)# 5.8 (4.1-18.7)
CXCLO9 (pg/mL) 971.9 (301.7-6285.0)*# 479.5 (272.3-7047.0) 352.6 (273.6-1857.0)
CXCL10 (pg/mL) 163.0 (93.7-1243.0)*# 116.9 (66.7-382.5) 123.8 (53.8-628.1)
Adult Form (AF)
Parameter TO T1 T2

IL-18 (pg/mL)
SICAM-1 (ng/mL)
IL-12 (pg/mL)
STNFRI (pg/mL)
STNFRII (ng/mL)
CXCL9 (pg/mL)

CXCL10 (pg/mL)

356.4 (168.9-849.3)*#
336.6 (196.9-481.4)#
91.7 (19.7-270.8)"#

3282.0 (216.0-5415.0)#

11.4 (5.0-25.3)

1054.0 (380.9-2062.0)*

162.6 (81.4-428.8)*#

277.1 (66.1-664.9)
283.9 (54.5-451.6)
48.2 (8.1-327.4)
2755.0 (862.0-5473.0)
9.1 (3.7-20.0)
639.4 (369.1-1404.0)

100.8 (68.5-183.0)

260.1 (151.3-663.7)
236.6 (135.5-402.8)
61.1 (0.0-131.0)
2495.0 (257.0-6287.0)
8.6 (4.4-19.2)
789.9 (241.0-4418.0)

107.3 (66.2-193.5)

Results expressed as median (range). Statitics: Friedman Repeated Measures

Analysis of Variance on Ranks: (*) Statistical significance (p < 0.05) in relation to T1; (#)

statistical significance (p < 0.05) in relation to T2.
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Elevated levels of anti-P.brasiliensis 1gG, IgE and 1gG4 characterized JF of

PCM as compared to AF (fig. 5). On the other hand, AF patients presented higher levels of

IgG1 as previously described.
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Figure 5- Anti-P. brasiliensis 1eG (A), IgE (B), IgG1 (C), IgG2 (D), 1gG3 (E) and IgG4

(F) at baseline in the serum of JF and AF patients. Horizontal lines represent the

median. Statistics: Mann-Whitney, * p<0.05.

JF patients presented constant elevated levels of anti-P. brasiliensis antibodies

during the whole period, except for IgE, which dropped significantly, and total IgG. On the

other hand, all classes of antibodies presented a marked decrease in AF patients (Table III).
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Table III- Levels of anti-P. brasiliensis total 1gG, 1gGl1, 1gG2, 1gG3, 1gG4 and IgE in

serum at baseline (T0) and after 1 (T1) and 2 years (T2) of antifungal therapy

in patients with juvenile and adult form of paracoccidioidomycosis.

Juvenile Form

TO T1 T2
Total IgG* 8 (5-12)# 8 (3-11)# 5(2-8)
IgG1® 242.2 (11.2-389.7) 253.6 (15.6-527.5) 68.4 (15.3-393.9)
IgG2® 92.7 (6.4-192.5) 93.4 (30.8-152.9) 90.1 (28.7-142)
IgG3"® 29.8 (6.3-144.2) 23.7 (7-120.4) 13.2 (8.7-65.6)
IgG4" 130.7 (4.34-185.7) 131.3 (16.8-188.6) 122.5 (23.2-185.7)
Igk® 71.9 (11.4-205.3)*# 43.4 (9.8-153.6) 27.4 (6.4-84.7)
Adult Form
TO T1 T2
Total IgG* 7 (5-10)*# 5(2-8) 4(2-8)
IgG1" 394.8 (271.2-523.6)*# 333.9 (107-493.3) 243.7 (29.6-398.0)
IgG2" 114.4 (40-259.2)*# 93.5(32.8-214.7)# 71.4 (19.5-172.5)
IgG3"® 23.5 (7.3-122.8)# 18.9 (7.3-87.5)# 14.8 (5.5-44.0)
IgG4"® 37.5 (6.7-192.2)*# 17.5 (5.6-188.7) 14.5 (5.3-145.7)
Igk® 13.0 (5.8-49.2)*# 7.4 (5.9-33.8) 7.1 (5.5-21.9)

Results expressed as median (range) of Relative Title (a) or relative index (b).

Relative title:

1=No reactive; 2=1:800; 3=1:1600; 4=1:3200; 5=1:6400; 6=1:12800;

7=1:25600; 8=1:51200; 9=1:102400; 10=1:204800; 11=1:405600; 12=1:811200. Statitics:

Friedman Repeated Measures Analysis of Variance on Ranks - (¥) Statistical significance

(p <0.05) in relation to T1; (#) statistical significance (p < 0.05) in relation to T2.




Discussion

It has been suggested that the complex network of various cytokines play
important role in the pathogenesis of PCM [33]. This study showed that IL-18 and sTNFRII
levels were elevated in serum of patients with the JF of PCM and associated with disease

severity.

IL-18 is important for a pathogen-specific Thl response and initiation of host
defenses against fungal infection [34]. However in mice it was shown that IL-18 is neither
required for protection against systemic P. brasiliensis infection nor for FasL induction
[35]. In the absence of other inflammatory signals or in a situation where the cells are
already compromised with a Th2 response IL-18 is able to stimulate IL-4 producing
T CDA4+ cells and in addition, to activate and attract eosinophils to respiratory airways [14].
Patients with PCM, mainly with the JF of the disease, show a predisposition to produce Th2
cytokines (mRNA and protein) in response to specific and nonspecific stimulation
[17, 18, 19]. Furthermore eosinophilia is a hallmark for JF PCM, particularly in children
[36]. In this context the production of elevated levels of IL-18 in the beginning of P.
brasiliensis infection may promote the Th2 polarization and consequent exacerbation of the

disease in JF patients.

A relationship was observed between IL-18 and sSICAM-1 levels in JF patients.
IL-18 enhances ICAM-1 expression and might play a potential role in immunoregulation by
mediating immune cell infiltration into the tissues. The association of these two mediators
and disease severity was very evident for 6 patients of the JF group with markedly high

levels of IL-18 (>1250 pg/mL) and sICAM-1 (> 600 ng/mL) and poor prognosis.

In the present study we demonstrated that serum levels of IL-12 were also
elevated in patients with PCM, but no differences were observed in relation to the clinical
form of the disease. Previous studies of our group showed higher IL-12 production by
peripheral blood mononuclear cells stimulated with P. brasiliensis antigen [17] as well as
higher numbers of IL-12" monocytes [19] in AF than in JF patients. Moreover alveolar
macrophages from patients with AF of PCM and pulmonary involvement express high

levels of adhesion and co-stimulatory molecules and produce large amounts of 1L-12, in
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addition to IL-6, TNF-o and MIP-1a [31]. In this study we measured cytokine levels in
serum, which may reflect the actual status of the cytokine network in vivo and detected
elevated IL-12 levels also in JF patients. Recent findings demonstrated that susceptible
mice respond to the P. brasiliensis infection with an initial exacerbated innate
inflammatory response in the lungs, producing high amounts of pro-inflammatory
cytokines as IL-12 and high NO expression, whereas resistant mice present a more
controlled response, with mild production of IL-10 and TGF-B1, and low levels of pro-
inflammatory cytokines [37, 38]. In addition to a protective role in infection, data from the
experimental model of PCM showed that treatment with rIL-12 diminished P. brasiliensis
dissemination, although an extensive inflammation is detected in the lungs of infected mice

[39].

In this paper we demonstrated that serum levels of STNFRI and sTNFRII are
significantly higher in PCM patients with active disease in comparison to controls. The
underlying causative mechanism that explains the elevated levels of sSTNF receptors in the
serum of granulomatous disease is still unclear. One possible explanation is a compensatory
mechanism to down-regulate bioactivity of TNF-a. This hypothesis is supported by the fact
that TNF- release by cultured PBMC of PCM patients is significantly higher in patients
with active disease [23, 25]. Furthermore, serum levels of STNFRII were significantly
higher in JF patients as compared with AF patients and markedly decreased after treatment.
Concentrations of sSTNFRII in serum correlates significantly and positively with activity
and/or severity of various infectious and inflammatory diseases
[10, 11, 40, 41]. In contrast, baseline levels of STNFRI was higher in AF as compared to JF
of PCM suggesting that sSTNFRI/II may be differently modulated, contributing to different
outcomes of the disease. Moreover, antifungal treatment does not significantly affect
sTNFRI levels in both JF and AF patients, showing no relationship to the clinical course of
the PCM. These results indicate that sSTNFRII, but not STNFRI levels are closely related to
the clinical course and may be used as a severity marker in PCM, although IL-18 levels

correlated positively with both in JF patients.
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The higher expression of chemokines CXCL10 and CXCL9 in serum of PCM
patients may also reflect the IFN-y-mediated inflammatory response. CXCL10 and CXCL9
are IFN-y inducible and very effectively attract activated T lymphocytes [42-44]. Both
chemokines signal through a common receptor, CXCR3, expressed by memory (CD45RO™)
T cells, preferentially of the Thl subset, and by natural killer cells, but not by monocytes or
neutrophils [43]. In experimental PCM high levels of CCLS, CCL2, CXCL10 and CXCLO9,
in addition to a mononuclear cell infiltration were detected in the lungs of mice infected
with P. brasiliensis [32]. IFN- modulates the expression of chemokine and chemokine
receptors and determines the cells that infiltrate the lungs of P. brasiliensis-infected mice
[45]. Moreover, chemokine and chemokine receptors play an important role in

granulomatous inflammatory reactions [42] .

In previous papers we [17, 18, 19, 24] and others [37, 46] demonstrated a
misbalance between Th1l and Th2 cytokines in PCM, with Th2 cytokines associated to a
more severe form of the disease. Here we showed that elevated levels of inflammatory
mediators detected at the beginning of the infection are also related to disease activity and

severity and may be important to modulate the host adaptive response.
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mm DISCUSSAO



A resposta imunoldgica a infecc@o pelo P. brasiliensis € marcada por uma forte
resposta inflamatéria por parte do hospedeiro e diversos estudos t€ém demonstrado um
aumento na sintese de mediadores inflamatérios em pacientes com PCM, em especial
TNF- , IL-6 e IL-8 (Figueiredo et al., 1993, Neworal et al., 2003). Os resultados obtidos
nesse estudo indicam que nas formas mais graves da doenga ocorre uma resposta
inflamatoéria exacerbada, que longe de ser benéfica, pode contribuir ou mesmo ser

responsavel por muitos dos efeitos deletérios observados.

Nossos resultados demonstraram producdo sérica elevada de IL-18 em
pacientes com PCM, principalmente naqueles com a FJ da doenca. Pacientes com a FJ
geralmente desenvolvem uma doenca de curso mais longo, com recidivas freqiientes e alta
letalidade associada a casos com envolvimento abdominal, acompanhado de ictericia e
ascite (Benard et al., 1995, Benard et al., 1994, Castro e Del Negro, 1976, Castro e
Szynkier, 1981, Goncalves et al., 1998, Londero e Melo, 1983, Nogueira et al., 2006,
Nogueira et al., 2001, Ramos et al., 1981, Severo et al., 1996, Simon et al., 2005, Tresoldi
et al., 2005). Dentro do grupo estudado alguns pacientes (n=6) se destacaram por apresentar
concentracdoes muito aumentadas de IL-18 (> 1250 pg/mL) e sSICAM-1 (> 500 ng/mL). A
andlise dos prontudrios médicos mostrou que se tratavam de casos especialmente graves,
com comprometimento visceral e dsseo, resposta mais lenta ao tratamento constatada pelo
elevado tempo de internacdo e Obito decorrente de complicacdes. A presenca de altas
concentragdes de IL-18 no microambiente dominado por citocinas Th2 poderia ter
colaborado para a polarizacdo da resposta resultando na desativacdo de macréfagos e

facilitacdo do crescimento flingico.

Em sua tese de doutorado Panagio (2006) verificou que camundongos
deficientes (KO) em IL-18 infectados por P. brasiliensis apresentavam uma menor carga
fingica e menor taxa de mortalidade, comparado aos animais selvagens. Neste modelo
ficou claro que a IL-18 € dispensdvel na protecdo contra o P. brasiliensis € que a sua
presenca pode contribuir para o pior desempenho dos mecanismos de defesa do hospedeiro

frente a infeccao e, portanto ser associada a suscetibilidade.
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A IL-18 foi inicialmente descrita como uma citocina capaz de, em colaboracao
com a IL-12, estimular a producdo IFN-y por células Thl, importante na defesa contra
microrganismos intracelulares (Micallef et al., 1996). Por outro lado, na auséncia de outros
sinais inflamatérios ou em um ambiente onde as células ja se encontram comprometidas
com a resposta Th2, a IL-18 tem a capacidade de estimular células TCD4+ produtoras de
IL-4 ou condicionar células a produzir IL-4 em resposta a estimulacdo antigénica, além de
participar da atracdo de eosinofilos para as vias respiratorias (Kumano et al., 1999; Hoshino
et al., 1999). Pacientes com PCM, principalmente aqueles com as formas mais graves e
disseminadas da doenga demonstram uma predisposi¢cdo a produgdo de citocinas Th2, fato
evidenciado pela expressao aumentada do RNAm para IL-4, IL-5 e IL-10 apdés estimulo
(Mamoni e Blotta, 2005, Oliveira et al., 2002) ou pela producdo in vitro destas citocinas

(Oliveira et al., 2002, Mamoni e Blotta, 2006).

Os efeitos inflamatérios da IL-18 sdo relacionados a estimulacdo da producao
de outras citocinas inflamatérias como IL-6, TNF-a, IL-1B , IL-8 e a expressdao de
moléculas de adesdo (Reddy, 2004). Mondcitos humanos estimulados in vitro com IL-18
expressam grande quantidade de ICAM-1, enquanto que a expressdao de outras moléculas

de adesdo como CD14, LFA-1, Mac-1, VLA-4 e VLA-5 ndo ¢ afetada (Stuyt et al., 2003).

Em nosso trabalho encontramos maiores concentracdes de SICAM-1 no soro de
pacientes com PCM em relagdo ao grupo controle, sem diferenca entre as duas formas
clinicas da doenca. Entretanto, quando analisamos os pacientes com a FJ da PCM
observamos existir uma correlagcdo positiva entre os niveis de IL-18 e SICAM-1, sugerindo
haver uma dependéncia entre estes dois parametros. Os niveis de IL-18 e sICAM-1
diminuiram apés o tratamento de forma bastante similar, com queda mais acentuada nos
pacientes com a FJ da doencga, indicando haver uma ligacdo entre a eficiéncia clinica do
tratamento e a modulacdo das moléculas envolvidas na resposta imunoldgica. A relacido da
IL-18 e do sSICAM-1 com a atividade da doencga ficou clara, uma vez que houve uma
diminui¢do significativa dos niveis séricos apds o tratamento nos pacientes com as duas
formas clinicas da doenca. De fato, no final do periodo analisado (2 anos) as concentragdes

de IL-18 e SICAM-1 decresceram a niveis compardveis aos observados no grupo controle.
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Pacientes com PCM apresentaram concentracdes séricas mais elevadas de
IL-12, sem diferenca entre as formas clinicas. A IL-12 € produzida principalmente por
macréfagos ativados e tem como principal funcdo a indug¢do da producdo de IFN-y
(Gately et al., 1998; Fieschi e Casanova, 2003). Nos vdrios trabalhos em que analisamos a
producgdo de IL-12 (Oliveira et al., 2002, Mamoni e Blotta, 2005, Mamoni e Blotta, 2006)
observamos concentragdes mais elevadas em pacientes com a FA em relacdo a FJ. Com
base nestes dados poderiamos supor que a IL-18, frente a baixa producdo de IL-12,
contribuiria para a polarizacdo Th2, que caracteriza a resposta imunoldgica dos pacientes

com a FJ da doenca.

Os dados referentes ao papel da IL-12 na infeccdo experimental pelo
P. brasiliensis sao conflitantes. Maior producao de IL-12 foi encontrada em camundongos
resistentes a infeccdo, evidenciando o seu papel na diferenciacido da resposta protetora Thl
(Calich e Kashino, 1998; Arruda et al., 2002). O tratamento com IL-12 recombinante
diminui a disseminacao do fungo para os 6rgdos, embora ocorra um marcante aumento da
inflamacao pulmonar (Arruda et al., 2002). Além disso, foi demonstrado que macréfagos de
animais suscetiveis estimulados por IFN-y sdo capazes de produzir niveis elevados de
IL-12 e NO e de controlar a multiplicacdo do fungo, embora apresentem teste cutaneo de
hipersensibilidade do tipo tardio negativo. J4 macréfagos de animais A/J (resistentes)
produzem TGF-B, pouco NO, baixa atividade fungicida, porém paulatinamente
desenvolvem a imunidade celular (Calich e Blotta, 2005). Outra evidéncia que associa a
gravidade da doenca e a elevacdo da IL-12 foi descrita por Pina et al. (2006), que mostrou
que a deplecdo de polimorfonucleares induz doenca mais disseminada e letal em

camundongos B10.A, associada com a presenca de niveis elevados de IL-12 e IFN-y

Embora ndo tivesse sido possivel avaliar os niveis séricos de IFN-y mesmo
utilizando testes de alta sensibilidade, a dosagem de CXCL9 e CXCL10, quimiocinas
induzidas por IFN-y, mostrou concentracdes maiores em pacientes com PCM. Tanto a
CXCL10, como a CXCL9 sao potencialmente quimiotaticas para linfocitos T ativados e
sinalizam por meio de um receptor comum, o CXCR3, expresso por células T de memdria
(CD45R0O+), preferencialmente do tipo Thl e por células NK, mas ndo por mondcitos ou

neutréfilos (Romagnani et al., 2001, Sallusto, 1999, Sallusto et al., 1998). Na PCM
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experimental altos niveis de CCLS5 (RANTES), CCL2 (MCP-1), CXCL10 e CXCL9 em
associacao com infiltrado mononuclear foram detectados nos pulmdes de camundongos
infectados com P. brasiliensis (Souto et al., 2000). Dessa forma, os achados sorolégicos do
presente trabalho podem significar que a presencga das quimiocinas CXCL9 e CXCL10 no
soro dos pacientes seja um reflexo do processo inflamatério ativo mediado por IFN-y.
Entretanto, a intensa resposta inflamatoria observada principalmente nos pacientes com a
FJ pode inibir a resposta Thl protetora, tornando-a insuficiente para contrabalancgar a alta

producdo de citocinas Th2.

O TNF-a tem importante fun¢do na resposta inflamatdéria e atua juntamente
com IFN-y na ativacdo da resposta imune celular, principalmente no que diz respeito a
ativacdo de macrofagos (Xing et al., 2000). Alguns estudos tém demonstrado a participacao
do TNF-a na resposta ao P. brasiliensis (Figueiredo et al., 1993, Neworal et al., 2003, Silva
e Figueiredo, 1991), associando-o a resisténcia a infec¢do. Macréfagos de camundongos
suscetiveis estimulados com antigenos de P. brasiliensis produzem somente pequenas
quantidades de TNF-g enquanto que as células de camundongos resistentes produzem
grandes quantidades dessa citocina (Calich e Kashino, 1998). Outra evidéncia da
importancia dessa citocina na PCM € o fato de camundongos deficientes para o receptor do
TNF-a serem mais suscetiveis a infeccao, quando comparados aos camundongos selvagens
(Souto et al., 2000). Além disso, o TNF-a parece ser indispensavel para a formacdo de
granulomas, estruturas formadas por reacao inflamatdria tipicamente Thl, que representam

uma tentativa do sistema imunolégico em conter a infec¢do, impedindo a sua disseminagao.

Receptores soliveis do TNF podem ser detectados na circulacdo em processos
inflamatorios e infecciosos. Nossos resultados demonstraram concentragdes séricas mais
elevadas de TNFRI e II em pacientes com PCM, em relagdo aos individuos controles. Os
mecanismos envolvidos na elevacdo destes mediadores no soro de pacientes com doengas
granulomatosas ainda ndo estdo claros. Uma explicacdo possivel seria um mecanismo
compensatorio para contrabalangar a alta taxa de producdao de TNF-o na PCM, conforme
descrito anteriormente (Silva e Figueiredo, 1991; Figueiredo et al., 1993). Além disso, nos
pacientes com a FA foram observadas maiores concentracdes de sTNFRI, enquanto que nos

pacientes com a FJ prevaleceram os receptores do tipo II. Estes resultados sugerem que os
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dois tipos de receptores devem ser modulados de maneira distinta, levando a diferentes
formas da doenca. Por outro lado, o fato do tratamento antifingico ndo afetar
significantemente os niveis de sTNFRI indica que este marcador ndo tem relagdo com o

curso clinico da doenga.

Os receptores soliveis do TNF-o além serem importantes marcadores da
resposta inflamatdria, aparentemente desempenham um papel no controle da resposta
imunoldgica, atuando como supressores dos efeitos mediados pelo TNF-a Essa modulagdo
fica evidente durante a gestacdo, quando se observa um aumento na concentragao
plasmética dos sSTNFRs, notadamente o sTNFRI, apds o terceiro més de gestacio (Doria et

al., 2004).

De maneira geral o tratamento antifingico resultou em diminuicdo da
concentracdo dos mediadores inflamatdrios, sugerindo que refletem a atividade da doenca.
No caso da IL-18 e sTNFRII podemos considerar que sdao marcadores de gravidade, visto

que sdo encontrados em niveis mais elevados nos pacientes com a FJ.

Além destes mediadores, a pesquisa de anticorpos especificos confirmou
achados anteriores que mostraram diferencas marcantes quanto aos niveis de IgE e a [gG4
anti-P. brasiliensis em pacientes com a FJ e a FA da PCM (Mamoni et al., 2002, Mamoni
et al., 2001). Concentracdes elevadas de IgE e IgG4, acompanhadas de baixos niveis de
IgG1 caracterizam a FJ da PCM, enquanto que o oposto ocorre para os pacientes com a FA
da doenca. Esses marcadores foram entdo propostos como indicadores de atividade e
gravidade de doenca, visto que foram observados em maiores concentracdes em pacientes
com comprometimento de varios 6rgaos, nos quais o tratamento demandou maior tempo e
utilizacdo de diferentes drogas. A resposta de produgdo de anticorpos ao tratamento
antifiingico revelou que a IgE apresenta queda significativa ja no primeiro ano e pode ser
associada a melhora clinica do hospedeiro. Por outro lado, a IgG4 mantém-se elevada e
constante mesmo na vigéncia do tratamento, por periodos maiores que 2 anos. Estes
resultados refletem a participacdo de citocinas Th2 na resposta imune na forma juvenil,
visto que a IL-4 e a IL-5 atuam como indutores do switch para IgE e IgG4, isotipos
predominantes nesta forma clinica da doenca. A IL-5 também pode ser relacionada a

eosinofilia periférica caracteristica de criangcas com PCM. Neste contexto podemos aventar
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a possibilidade da participacdo da IL-18 na polarizacdo Th2 nas formas mais graves da
PCM, tendo em vista os elevados niveis séricos € o seu papel na diferenciacdo de células
Th2, na produgdo de anticorpos da classe IgE (Yoshimoto et al., 2000) e na
atracdo/ativacao de eosinoéfilos (Kumano et al., 1999).

Virios estudos mostraram que a resposta inflamatéria pode ter um efeito
deletério na PCM. Soares et al. (2001) verificaram que a inibicio da producdo de
prostaglandinas pelo tratamento com indometacina estimula a atividade fungicida de
macro6fagos, anteriormente incapazes de lisar cepas virulentas de P. brasiliensis. Em outros
modelos de infeccdo por microrganismos intracelulares a alta producdo de PGE2 por
macréfagos foi associada a imunossupressio (Edwards et al., 1986). Antigenos com a
capacidade de induzir a liberacdo de prostaglandinas de macréfagos podem influenciar uma
resposta Thl ou Th2, mostrando que um processo inflamatério que leva a um aumento
local de PGE2 pode controlar uma resposta em dire¢cdo a producdo de citocinas Th2
(Betz e Fox, 1991).

Na mesma linha, Ribeiro (2005) em sua tese de mestrado estudou o papel
dos leucotrienos na determina¢do da gravidade da doenca em camundongos infectados com
o P. brasiliensis pela via intratraqueal e constatou que estes mediadores inibem a atividade
fungicida de macréfagos facilitando o estabelecimento da infecgao.

Desta forma podemos inferir que a interagdo inicial entre patégeno e hospedeiro
que desencadeia uma forte resposta inflamatdria ndo leva necessariamente a uma resposta
protetora, mas parece ativar mecanismos regulatérios que suprimem a imunidade celular
necessdria para o controle da doenca, conforme aventado para na PCM experimental
(Calich e Blotta, 2005).

Em conclusao os resultados obtidos no presente estudo indicam que a elevagdo
dos niveis séricos de alguns dos marcadores inflamatérios em pacientes com PCM reflete a
atividade da doenca e que em especial a IL-18 e os receptores soliveis de TNF-a se
relacionam a gravidade do quadro clinico. Além disso, podemos pressupor que estes
mediadores da resposta inata podem ter um papel importante na fisiopatologia da PCM
humana, determinando a qualidade da resposta imunolégica adaptativa, conforme sugerido

no esquema abaixo (figura 1).
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Figura 1- Papel dos mediadores inflamatorios no desenvolvimento da
paracoccidioidomicose. Na fase inicial da resposta a infeccdo pelo P.
brasiliensis macréfagos (M¢) ativados produziriam citocinas como IL-12 e
IL-18 que atuariam sobre células T (LT), estimulando a diferencia¢do destas
em células T helper 1 (Thl). Estas células produziriam IFN-y que, em
conjunto com a IL-18, estimularia a expressao de moléculas de adesao como
a ICAM-1 e a produgdo de quimiocinas como CXCL9 e CXCL10 que iriam
atrair e estimular as células Thl produtoras de TNF-a e IFN-y. Estas
citocinas, por sua vez, atuariam sobre macréfagos estimulando a produgdo
de TNF-a e reativos intermedidrios de oxigénio (ROI), como o peréxido de
hidrogénio (H,0;) e 6xido nitrico (NO), importantes na destruicdo do fungo.
Entretanto, em uma resposta exacerbada, concentracdes muito elevadas de
NO poderiam estimular a produg¢do de IL-10, suprimindo a ativacdo dos
macréfagos, permitindo o crescimento fingico. Os ROIs também agiriam no
tecido levando as células a necrose e apoptose. As células apoptoticas
estimulariam células T regulatérias (Treg) a produzirem citocinas
supressoras como IL-10 e TGF-f que atuariam no bloqueio da resposta
inflamatéria e no bloqueio da diferenciacao de células Thl, estimulando a
diferenciacdo de células Th2. As células Th2, por sua vez produziriam IL-4,
estimulando linfécitos B a produzirem anticorpos como 1gG4 e IgE, e IL-5
que estimularia a producdo e a ativacdo de eosinodfilos. Além disso, a alta
producio de IL-18 por macréfagos ativados também polariza a resposta para
Th2, levando a disseminacao do fungo e aumentando a gravidade da doenca.
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Pacientes com paracoccidioidomicose apresentam concentragdes séricas basais mais
elevadas de IL-18, sICAM-1, IL-12, sTNFRI, sTNFRII, CXCL9 e CXCL10 do que

controles normais.

Houve correlagdo positiva entre as concentracdes de IL-18 e SICAM-1 (r=0.62, p<0.0001),
STNFRI (r=0.61, p<0.0001), sTNFRII (r=0.64, p=0.002) e também em relacao a gravidade
da doenca nos pacientes com a FJ, indicando haver uma dependéncia entre estes

parametros.

A terapia anti-fungica resultou em significante diminui¢do das concentracdes séricas de
todos os mediadores inflamatdrios analisados que, de maneira geral, atingiram os valores

encontrados no grupo controle ao final de 2 anos de tratamento.

A pesquisa de anticorpos mostrou niveis basais maiores de IgG4 e IgE nos pacientes com a

FJ, enquanto que a IgG1 estava mais elevada naqueles com a FA.

Em conjunto os resultados mostraram que uma forte resposta inflamatéria marca a fase
inicial da PCM humana e que mediadores como a IL-18 e o TNFRII parecem contribuir em

particular para uma forma mais grave da doenca.
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ANEXOS



Pacientes com a Forma Juvenil da PCM

Paciente | Sexo | Idade Sintomas Eosinofilos/ | Internacio Ultra-som / RX Sorologia / outros Tratamento
VHS Cintilo Exames
APRC F 18 LNmegalia , esplenomegalia, 43% 20 dias Raio X: Bago aumentado 1/16, 1/8 11/03 Bactrim
febre, vomito 108mm Tomografia: Hepatoesplenomegalia, | Puncdo de LN: positivo,
LNmegalia Bidpsia (medual dssea):
positiva
ACS M 16 LNMegalia, 16% 19 dias Raio X: Figado e baco aumentados, 1/1024 05/00-Itraconazol
Hepatoesplenomegalia, LNmegalia Bidpsia (pele): positiva 11/00- Bactrim
emagrecimento, febre
ARC M 19 LNmegalia cronica 10,5% - - NR, 07/03 Bactrim
Biopsia (LN axilar):
positiva
AAR F 18 Dor abdominal, 12% - Raio X: Hepatoesplenomegalia, LN 1/128, 1/64, 1/32, 1/4, 10/97 Bactrim
emagrecimento, LNmegalia retroperitoneal, derrame pleural 1/16, 1/8 03/98 Itraconazol
CDL F 14 LNmegalia, 32, 7% 5 dias Raio X: LN e bago aumentados 1/64, 1/256, 1/64, 1/16, Bactrim
83mm Raio X (depois de um ano): normal 1/8, NR (varios) 2 anos
(97-99)
DAPC M 24 Feridas no rosto e LNmegalia 4% | 87Tmm 8 dias Raio X: Hepatoesplenomegalia, 1/64, 1/256, 1/32, 1/16, | Bactrim (97-00)
recidiva 5,5% LNmegalia retroperitoneal 1/8 recidiva 1/32 Recidiva 01-
/ 14mm Itraconazol
EAC F 35 Emagrecimento, LNmegalia 8,4% - Raio X e Ultra-sonografia normais 1/32, 1/8, Y4, 1/1, NR 08/02 Bactrim
cervical e inguinal 24mm
FYP M 16 Febre, adenomegalia, 43% 3 dias Raio X: LNmegalia intraperitoneal, 1/16, 1/4, NR 04/03 Itraconazol
hepatoespleno, lesdes cutaneas | 84mm depois hepatomegalia, microabcessos bagco Bidpsia (pele): positiva
diminuiu FALC 3150U/L
GPS F 9 Lesao no tronco; 36,8% 1 semana Raio X: Derrame pleural, 1/32, 1/16, 1/8, 1/8 11/03 Bactrim
LNmegalia; 103mm hepatoesplenomegalia, LNs Exame direto: positivo
Febre, eosinofilia peritoneais
JAR M 17 LNmegalia 8% 1 més Raio X e Ultra-sonografia: 1/64, Va4, NR, NR 07/01 — Bactrim
116mm (pneumonia LNmegalia, hepatoesplenomegalia, Pung¢do LN: positiva
bacteriana) Cintilografia: positiva
JOMS 27 Febre, LNmegalia 14,1% - Raio X: LNmegalia, hepatomegalia 1/16 demais NR (01-03) Bactrim
64mm Citilografia: normal Bidpsia (ext): positiva
KA 6 LNmegalia, emagrecimento, 15-32% 1° - 24 dias | Raio X: Hepatoesplenomegalia, ascite, | 1/512, 1/64, 1/32, 1/16, 07/02- Bactrim,
febre Recidiva 46% | 2° - 23 dias LN retroperitoneal 1/8 Itraconazol
119mm Recidiva 1/32




LSC 14 Dor abdominal, vOmito, 14,6% 5 dias (ext) Raio X: LNmegalia (98 e 99) 1/512, 1/64, 1/64, 1/32, 98- Bactrim
diarréia, febre, LNmegalia 31 dias 1/16, 1/8, 1/8, NR 03/99 —
Exame Direto (LN): Itraconazol
positivo
LRT 17 Dor na garganta, LNmegalia 8,4% - Raio X: normal 1/8, 1/16 02/03- Bactrim
MSCPR 20 Dor de garganta, LNmegalia 7,24% 1° - 14 dias Cintilografia: positiva 1/32, 1/512, 1/512, 00 — Bactrim +
cervical, disfagia, fraqueza 2° - 36 dias 17256, 1/64, 1/32, 1/16, Itraconazol
3°-11 dias 1/8, 1/8, %2
Bidpsia (LN): positiva
MMFB 27 comprometimento do estado 20-24% 1° - 18 dias 1/4, 1/8
geral, emagrecimento, 134-1100 mm | 2° - 13 dias
LNmegalia generalizada,
multiplas lesdes de pele, lesdes
de orofaringe, duodenite
fiingica, hepatoesplenomegalia,
NMJ 9 Febre, emagrecimento, dor 12% 1° - 16 dias Ultra-sonografia.: Hepatopatologia 1/16 05/03 - Bactrim
abdominal 113mm 2° - 4 dias cronica, esplenomegalia e multiplas | Bidpsia (Figado: positiva
LNmegalias
RAS 26 Hepatite C, abscesso lombar, 25% 14 dias Ultra-sonografia: 1/32, 1/16, 1/2, NR 08/ 99 - Bactrim
PCM disseminada Obito Hepatoesplenomegalia
RAL 30 Dor abdominal, LNmegalia 20% - - 1/64, outros NR 08/01 — Bactrim
generalizada 65mm Pesquisa de fungo (LN)
positiva
SRF 18 Emagrecimento, vomito, 16,2% 7 dias Raio X: Hepatoesplenomegalia, 1/512, 1/16, 1/8, 1/32, 08/98- Bactrim
Lnmegalia cervical LNmegalia retroperitoneal 17256, 1/128, 1/8 ... 1 més —
Ultra-sonografia: Hepatomegalia Itraconazol
discreta, LNmegalia perihepatica 06/02 — Bactrim
SS 16 Hepatoespleno, febre, lesdes 4% 6 dias Raio X: Hepatite cronica 1/128 06/03 —
cutdneas Obito granulomatosa, colestase intrahep. Pesquisa de Fungo: Itraconazol
positiva para: Liquido
Pleural, Raspado de Pele
e Aspirado de LN
SSP 21 Dor abdominal, LNmegalia 7% 2° - 14 dias Cintilografia: positiva 1/4,1/2, 1/1, 1/4, 1/4 10/00 —
Pesquisa de fungo Anfotericina B
(pun¢do LN): positiva
SE 41 Dor abdominal, Lnmegalia 12,3% - - 1/512, 1/64, 1/16, 1/8 11/03 - Bactrim

87mm




Pacientes com a Forma Adulta da PCM

Paciente | Sexo | Idade Sintomas Eosinofilos/ | Internacao Ultra-som / RX Sorologias / outros Exames Tratamento
VHS Cintilo
AVS M 45 Tosse, dispnéia 26,9% - Cintilografia:Opacidade reticulo- 1/16, 1/8, 1/8, 1/8, 1/2,1/4, ... 04/01- Bactrim
19mm nodular em campos pulmonares
Raio X: LNmegalia, opacidade
bilaterial
AFMS F 34 Lesdo granulomatosa, 12,5% - - 1/8 05/02 -
emagrecimento, tosse 9mm Pequisa de Fungo: (escarro): positiva Bactrim
para leveduras e filamentos
AAF M 45 TB pulmonar tratada 1,5% 7 dias Raio X — Opacidade heterogénea, 1/16, 1/8, 1/16, 1/16, 1/8, 1/2, 1/2, 09/97 -
Febre e sudorese hiperinsuflacdo pulmonar NR, 1/1, 1/1 Bactrim
noturna, dispnéia, Pesquisa de Fungo (escarro): positiva
tosse produtiva, lesdes
na lingua
FC 68 Tosse, febre, 2,6% - Raio X: opacidade intersticial de 1/16, 1/32, 1/16, 1/4, 1/4,1/4, ..., 08/96 -
emagrecimento padrdes reticulares Bactrim
JAPB 42 Recidiva: ferida na - Raio X — Hiperinsuflacdo pulmonar 1/8,1/8, 1/2, 1/1, 1/1, NR, 11/87 —
boca 4,7% Recidiva: Cintilografia: processo 1/1 Bactrim
7,3% infeccioso/inflamatério em atividade recidiva: 1/8 até 1/1
JAO M 33 Garganta seca com 24.2% Raio X normal 1/32, 1 /4, 1/128, 1/16, 1/16, 1/ 4, ..., | 03/95-Bactrim,
tosse, nddulos nas 10,9mm Bidpsia (ganglio): positiva 02/00-
axilas Itraconazol,
09/00-
Cetoconazol
JCS M 64 Tosse produtiva, 5,66% - Raio X — Opacidade reticulo-nodular 1/32, 1/64, 1/16, 1/4, 1/2, 1/1, 1/1, | 09/99- Bactrim
emagrecimento, NR
dispnéia
JT M 60 Lesdo de labio, 13,4% 14 dias Raio X — Opacidade heterogénea, 1/8, 1/4, 1/1, NR, NR 06/99 —
emagrecimento e hiperinsufla¢do pulmonar Bidpsia (lesdo ldbio inf.): positiva Cetoconazol
rouquidio
JLG M 40 Tumoragdes cervicais, 9,74% - Raio X — Opacidade heterogénea 1/16, 1/8, 1/4,1/4,1/1,1/2,1/1,1/1, NR | 02/99- Bactrim
emagrecimento reticular Bidpsia (amidala): positiva
Cintilografia: processo
infeccioso/inflamatério em atividade
JMTF M 57 Emagrecimento, 2,7% - Raio X: Opacidade heterogénea difusa | 1/16, 1/8, 1/8, 1/16, 1/8, 1/4, 1/2, ... 93 por 3
dispnéia bilateral, opacidade reticulo-nodular | Pesquisa de Fungo (escarro): positiva meses,
Recidiva 97/98

Recidiva 2001




LAL 42 Emagrecimento, tosse, 6,03% 5 dias Raio X — Opacidade intersticial 1/8,1/8, 1/1, 1/1, NR ...NR 99 suspenso
dispnéia Pesquisa de Fungo (lesdes orais): 01/00 -
positiva Bactrim
MINES 40 Bidpsia bronquica 1,8% 9 dias Cintilografia: processo 1/4,1/2, 1/1, 1/2, 1/2, NR 99- Bactrim
com uso de bactrim infeccioso/inflamatério em atividade | Pesquisa deFungo (escarro): positiva
MAT 69 Edema no labio, 12% - Raio X — Opacidade reticular, 1/8,1/8, 1/4, 1/1, 1/1, 1/2, 1/1, 1/1, (00-02) -
lesdes mucosa oral, hiperinsuflacdo pulmonar NR Bactrim
dor de garganta, Bidpsia (mucosa oral): positiva
emagrecimento
NCM 50 Lesao no assoalho da 3% - Cintilografia: processo 1/2, 1/1, NR... 09/01 -
boca, aparecimento de 14mm infeccioso/inflamatério em atividade | Bidpsia (mucosa gengival): positiva Bactrim
nédulos Raio X: normal
submandibulares
OB 47 Odinofagia resistente, 2,22% - - 1/16, 1/4, 1/2, 1/4, 1/2, 1/8 02/99 —
dor de garganta, tosse, Bidpsia (epiglote e lesdo Prega Bactrim
lesdo palato vocal): positivas
OD 62 Lesdo, rouquidéo e 6,7% - Raio X: discreto infiltrado intersticial 172, ... 1/1,NR 03/97 -
dispnéia Bidpsia (prega vocal): positiva Bactrim
SMS 53 Tosse seca, dispnéia, 0,93% - - 1/32, 1/16, NR, NR 06/98-Bactrim
febre vespertina
TRG 46 Lesao mucosa labial 5,5% - Raio X — Opacidade linear na periferia 1/32, 1/4, 1/4, 1/4, 1/2, 1/2 02/01- Bactrim

campo médio a esquerda

Pesquisa de Fungo (mucosa jugal):
positiva
Bidpsia (mucosa oral): positiva




