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RESUMO

Considerando que a talidomida, droga antiinflamatoria, inibe a produgdo
local de TNF-a em granulomas epitelidides e que a inoculagcdo de Para-
cocciodioides brasiliensis (P, brasiliensis) na bolsa jugal do hamster re-
sulta na formagdo de granulomas epitelioides bem estruturados, utiliza-
mos no presente estudo esse modelo experimental para investigar o seu
efeito no desenvolvimento da lesdo paracoccidioidomicotica, na presenca
e na auséncia de resposta imune. Para isso, 48 hamsters, 24 dos quais
foram previamente sensibilizados com o fungo, foram inoculados com P.
brasiliensis na bolsa jugal. Animais ndo sensibilizados constituiram o
grupo A e os previamente sensibilizados, o grupo B. De cada grupo, 12
animais receberam inje¢des didrias de talidomida e 12 constituiram os
subgrupos-controle. Os animais foram sacrificados aos 7, 14, 28 e 60 dias,
sendo avaliados quanto a morfologia das lesdes de inoculagdo e a presen-
ca de lesoes de disseminagdo. Histologicamente, as lesdes na bolsa jugal
eram constituidas por granulomas epitelioides, melhor definidos a partir
do 14° dia. Nos animais do grupo B, as lesoes sempre exibiam halo de cé-
lulas mononucleares, enquanto que naqueles do grupo A, este tornou-se
mais evidente ao final da experimentacdo. Os resultados revelaram que,
independente de pré-sensibilizacdo, a administracdo de talidomida resul-
tou na auséncia de drea necrotica no centro da lesdo, reforcando a idéia
do seu uso em eventos inflamatorios com destruigdo tecidual.

Unitermos: talidomida, paracoccidioides brasiliensis, granuloma, bolsa
jugal do hamster.



INTRODUCAO

A semelhanca do que ocorre em muitas doengas infecciosas, o subs-
trato morfoldgico da paracoccidioidomicose é o granuloma, um tipo
especial de reagdo inflamatoria cronica que se estabelece frente a subs-
tdncias pouco agressivas, persistentes, inertes, ou mesmo, vivas. O gra-
nuloma caracteriza-se pelo agrupamento de macréfagos, com diferentes
graus de modificagdes e de transformagdes, que podem estar associados
a outros tipos celulares, como linfdcitos e plasmécitos, além de células
gigantes multinucleadas e necrose (Coelho, 1999).

Um dos aspectos controvertidos da patologia do granuloma se refere
as condi¢des que determinam sua formag¢do. Embora o mecanismo exa-
to ndo se encontre totalmente esclarecido, o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) parece desempenhar papel importante na ontogénese desse fe-
ndmeno (Kindler et al., 1989; Lukacs et al., 1994).

O TNF-a ¢ uma citocina produzida por vérios tipos celulares, mas
principalmente pelo macrofago. Muitas evidéncias sugerem que esta ci-
tocina esteja relacionada a uma série de atividades bioldgicas incluindo
regulacdo imune e inflamatdria, defesa antiviral e antibacteriana, entre
outros (Gomes et al., 1995).

O envolvimento do TNF-a na reag@o granulomatosa foi investigado
por Kindler et al. (1989). Esses autores demonstraram que o TNF-a era
necessario a formagao e persisténcia de granulomas induzidos por BCG
em camundongos; demonstraram, ainda, que animais infectados com
BCQG e tratados com anticorpos anti-TNF-a apresentavam redugo no nu-
mero e tamanho dos granulomas hepaticos e, mais ainda, que esse pro-
cedimento inibia a diferenciacdo de macrofagos em células epitelidides.
Resultados semelhantes foram obtidos por Aarestrup et al. (1995), em-
pregando a talidomida.

A talidomida (a-N-pthalimidoglutaramide) ¢ uma droga antiinflamato-
ria que tem sido amplamente utilizada tanto no tratamento de pacientes
hansénicos, como em outras patologias que envolvem altera¢des do siste-
ma imunoldgico. Embora néo se conhega exatamente os mecanismos de
acdo dessa droga, varios estudos tém demonstrado que, entre outras ativi-
dades, a talidomida ¢ um inibidor seletivo de TNF-a (Moreira et al., 1993).

Nos ultimos anos, temos estudado a reagdo granulomatosa provoca-
da pelo Paracoccidioides brasiliensis (P brasiliensis) na bolsa jugal do
hamster. Esta estrutura, um diverticulo que se abre na cavidade bucal, ca-
racteriza-se histologicamente por epitélio estratificado, queratinizado,
sustentado por tecido conjuntivo denso sob o qual repousa tecido conjun-
tivo frouxo, altamente vascularizado. Seu segmento mais distal, dito
membranoso, ¢ desprovido de drenagem linfatica e pobre em células de
Langerhans. Essas peculiaridades fazem da bolsa jugal um local imuno-
logicamente privilegiado, que vem sendo utilizado em estudos envolven-
do a interacdo hospedeiro-parasita em auséncia de resposta imune (Ar-
ruda & Montenegro, 1995).
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A inoculagdo de P brasiliensis na bolsa jugal induz a formagfo de
granulomas epitelioides tipicos, ao redor do 14° dia da inoculagdo, quan-
do os animais ndo exibem ainda resposta imune; até esse periodo, os gra-
nulomas sdo ricos em fungos, muitos deles vidveis e em multiplicagdo.
Aos 35 dias, quando a resposta imune passa a ser detectada, o granuloma
se mostra rodeado por células mononucleares, com pequeno nimero de
fungos, muitos deles degenerados; a lesdo tende a resolugdo por volta do
90° dia. Assim, embora granulomas epitelidides possam ser formados na
auséncia de resposta imune, os elementos celulares que o compdem sio
incapazes de controlar a proliferacdo dos fungos (Arruda et al., 1994).

Considerando que a talidomida inibe a produ¢ao local de TNF-a em
granulomas epitelidides bem formados (Aarestrup et al., 1995) e que a
inoculagdo do P, brasiliensis na bolsa jugal do hamster resulta na forma-
¢lo e desenvolvimento de estruturas desta natureza (Arruda et al., 1994),
no presente estudo, utilizamos o modelo experimental de granuloma in-
duzido pelo P, brasiliensis na bolsa jugal do hamster, visando investigar o
efeito da talidomida no desenvolvimento da lesdo paracoccidioidomicoti-
ca induzida na presenc¢a e na auséncia de hipersensibilidade tardia.

MATERIAL E METODOS

Inodculo- suspensdes leveduriformes de P brasiliensis, cepa 18, cul-
tivadas por 7 dias em meio liquido, a 37°C, com mais de 85% de viabi-
lidade, determinada pela coloragdo vital com diacetato de fluoresceina-
brometo de etideo (Sigma Chemical Co.) (Calich et al., 1978), foram
ajustadas para conter 5x10° fungos/0,1ml.

Grupos de animais- hamsters machos, com 2 meses de idade, pro-
venientes do Biotério Central da UNESP-Botucatu, foram divididos em
2 grupos: Grupo A, composto por 24 animais inoculados com 5x10’ fun-
gos na por¢do distal da bolsa jugal direita e Grupo B, cujos 24 animais
foram inicialmente sensibilizados pela inoculagido de 5x10° fungos no
coxim plantar esquerdo e, 15 dias apos esse procedimento, inoculados na
porcdo distal da bolsa jugal direita, com a mesma quantidade de fungos.
Para inocula¢o na bolsa jugal, os animais foram anestesiados com nem-
butal sodico (Abbot Laboratérios do Brasil), na dose de 40mg/kg de peso
corpoéreo, via intraperitoneal.

Administracio de talidomida- 24 horas apos a inoculagfo do fungo,
12 animais do grupo A (subgrupo Al) e 12 do grupo B (subgrupo B1)
passaram a receber diariamente injegdes subcutdneas de talidomida, na
dose de 30mg/kg de peso corporeo. A talidomida foi dissolvida em dime-
til sulfoxido (DMSO-Sigma Chemical Co.) e a dilui¢do para uso, prepa-
rada com salina acidificada estéril. A concentragio final de DMSO foi de
2%. A dose de talidomida utilizada foi determinada segundo resultados
obtidos em camundongos (Sinhorini et al., 1994). Nesses animais, a ad-



ministracdo de 30mg/kg de peso de talidomida resulta em efetiva redugéo
do nivel sérico de TNF-a induzido pela inoculag¢do de Mycobacterium tu-
berculosis. Os 24 animais restantes (12 de cada grupo - subgrupos A2 e
B2, respectivamente) foram submetidos a procedimento semelhante, re-
cebendo diariamente 0,1ml dos diluentes empregados no preparo da tali-
domida (salina e DMSO), constituindo os grupos-controle.

Lotes de 3 animais de cada subgrupo foram sacrificados por inala-
¢éo de éter sulftirico, aos 7, 14, 28 e 60 dias da inoculagdo. Apds a morte,
foram coletadas amostras das lesdes de inoculagdo, dos linfonodos regio-
nais, pulmdes, coracdo, figado, bago e rins. As amostras foram fixadas
em formalina e submetidas aos procedimentos rotineiros para inclusio
em parafina e colora¢des por hematoxilina-eosina e prata metenamina de
Gomori (Grocott, 1955). O numero de fungos presentes nas lesdes foi se-
miquantificado em escala de zero a 3 cruzes (+), como segue: 0= ausen-
te; 1= discreto; 2= moderado; 3= intenso.

RESULTADOS

Independente da sensibilizacdo prévia ou da administragdo de talido-
mida, a inoculacdo de P, brasiliensis na bolsa jugal do hamster resultou
sempre em lesdes nodulares, de tamanho variavel (entre 4,5 ¢ 10,0mm de
diametro) no local da inoculagio.

Histologicamente, aos 7 dias, essas alteragcdes eram representadas
por lesdes granulomatosas, compostas por células gigantes, macrofagos
em varios estagios de diferenciagdo; alguns deles com nucleo alongado
e citoplasma mais denso, definindo células epitelidides. A periferia da
lesdo exibia muitos fungos viaveis e inviaveis (FIGURA 1). Entre a area
lesada e o epitélio, os vasos apresentavam-se congestos e podia-se obser-
var proliferagdo vascular e deposito de colageno. A partir do 14° dia e até
o final da experimentagéo, as lesdes exibiam limites precisos € era cons-
tituida por granulomas epitelidides confluentes com numerosos fungos
(FIGURA 2). Fora da lesédo inicial, podia-se ainda observar fungos via-
veis; esses encontravam-se no interior de células gigantes ou envolvidos
por neutréfilos, que, por sua vez, encontravam-se circundados por ma-
crofagos, alguns deles, com caracteristicas epitelidides (FIGURA 3).
Essas lesdes, denominadas satélites, caracterizavam o escape dos fungos
do ponto de inoculagdo (FIGURA 4).
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FIGURA 1- Bolsa jugal. 7 dias. Les@o de inoculagdo. Reagdo granulomatosa com célu-
las epitelidides, células gigantes multinucleadas e grande numero de fungos. HE. Au-
mento 400X.

FIGURA 2- Bolsa jugal. 28 dias. Lesao de inoculagdo. Granuloma epitelidide, com cé-
lulas gigantes contendo fungos. HE. Aumento 400X.

<



FIGURA 3- Bolsa jugal. 60 dias. Detalhe da lesdo satélite. Fungo circundado por neutrd-
filos e macrofagos em diferentes estagios de maturagdo. HE. Aumento 400X.

FIGURA 4- Bolsa jugal. 60 dias. Lesdo de inoculagdo. Granulomas epitelidides cir-
cunscritos por halo mononuclear bem evidente. Notar lesdes satélites (seta). HE. Au-
mento 40X.

<
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Ao inicio da experimentagdo, nos animais primo-infectados na bolsa
jugal (grupo A-ndo sensibilizado), os granulomas mostravam-se circun-
dados por halo linfo-monocitario pouco evidente, que se tornou mais
evidente aos 28 dias e atingiu seu apice aos 60 dias da inoculagdo. Nos
animais previamente sensibilizados, as lesdes exibiram sempre halo de
células mononucleares evidente, inclusive ao redor dos granulomas saté-
lites (FIGURA 4).

Com relacgdo aos fungos, até o 28° dia, as lesdes apresentavam grande
numero dos mesmos, muitos deles vidveis e em multiplicagdo. A partir de
entdo, a quantidade de fungos viaveis diminuiu; contudo, eles se mantive-
ram presentes ¢ em grande numero até os 60 dias da inoculagdo, quando
a maioria exibia forma degenerada, alguns deles calcificados.

Em animais previamente sensibilizados, portanto na presenca de res-
posta imune, a administragdo de talidomida resultou em lesdes menos
extensas, quando comparadas as do grupo-controle com o mesmo perio-
do de evolugdo. Do mesmo modo, a quantidade de fungos presente nas
lesdes era maior que o observado no grupo-controle correspondente. A
administrag¢do de talidomida nesses animais resultou ainda na auséncia
de area necrotica no centro dos granulomas.

DISCUSSAO

Os mecanismos através dos quais a talidomida afeta a resposta gra-
nulomatosa nfo se encontram totalmente esclarecidos. Tem sido sugeri-
do que a indugdo ¢ a manutengdo de uma resposta inflamatoria estdo vin-
culadas a interacdo de multiplas células e fatores soluveis, particular-
mente através da acdo das citocinas (Lukacs et al., 1994). Algumas cito-
cinas estdo diretamente envolvidas na resposta granulomatosa, um pré-
requisito para o clearance de microrganismos ou mesmo para sua reten-
¢do no local da infecgdo primaria (Kindler et al., 1989).

Para Figueiredo et al. (1993), o P, brasiliensis ou componentes de sua
parede celular possuem a capacidade de induzir uma série de eventos
imunolégicos e inflamatdrios através da ativagdo macrofagica. Essas cé-
lulas so a principal fonte de TNF-a, citocina que tem sido apontada como
importante na formagfo ¢ manutengio da rea¢io granulomatosa.

No presente estudo, contudo, a administra¢do de talidomida nos mol-
des ensaiados também néo alterou a composigao celular dos granulomas,
conforme tem sido descrito em lesdes induzidas pelo BCG em camun-
dongos (Aarestrup et al., 1995). Levando-se em conta a série de eventos
que envolve a resposta granulomatosa, é possivel que, a semelhanga do
que foi verificado para antigenos do ovo de Schistosoma mansoni e an-
tigenos micobacterianos, a formagio do granuloma induzido pelo P, bra-
siliensis na bolsa jugal esteja mais relacionada a outras citocinas que nao
sdo afetadas direta ou indiretamente pela talidomida (Chensue et al.,
1994). Experimentos realizados nesse sentido, particularmente aquele



empregando granulomas periovulares, t€ém sugerido a possibilidade de
que IL-4, IL-2, além do TNF-a, sejam igualmente necessarias para o ma-
ximo desenvolvimento do granuloma, enquanto INF-g diminuiria o seu
tamanho e IL-10 seria central para a sua modulag@o. Assim, a interagio
reguladora e cruzada de varias citocinas e dos outros fatores implicados
no desenvolvimento e modula¢do do granuloma, sdo eventos bastante
complexos. A exemplo do observado no presente estudo, nem todos os
resultados obtidos pelos diversos pesquisadores que tém avaliado esse
aspecto, empregando outros agentes infecciosos, t€ém-se enquadrado em
um unico modelo.

Por outro lado, o fato de pacientes com paracoccidioidomicose apre-
sentarem altos niveis séricos de TNF-a tem sugerido a participacdo dessa
citocina na ampliag@o da resposta imune e na promocdo da morte dos
fungos, através da ativa¢do macrofagica (Brito & Franco, 1994).

Considerando experimentos anteriores que demonstram ser a talido-
mida um inibidor seletivo de TNF-a, era de se esperar que, no grupo de
animais submetidos a essa droga, houvesse uma queda na quantidade de
microrganismos presente nas lesdes. Contudo, isso ndo ocorreu. Embora
as lesdes exibissem muitos neutrofilos e macréfagos, apresentavam tam-
bém muitos fungos. E possivel que esse fato esteja relacionado a quanti-
dade de fungos inoculados (5x10°), que poderia superar a capacidade de
destrui¢do pelos fagdcitos. Por outro lado, do mesmo modo que o
descrito para casos de recidiva na hanseniase humana (Parida & Grau,
1993), ¢ possivel que o P, brasiliensis tenha encontrado, no tecido sub-
cutaneo da bolsa jugal, ambiente favoravel para sua multiplicacao.

Considerando a peculiaridade do tecido da bolsa jugal ¢ a grande
quantidade de P, brasiliensis nas lesdes, é possivel ainda que o TNF-a, se
presente nas condi¢des ensaiadas, ndo estivesse em nivel adequado, de
modo a interferir (via secre¢do de INF-g) na eliminagdo dos fungos.
Apdiam essa premissa os dados apresentados por Murphy et al. (1994)
quando demonstraram que tanto camundongos susceptiveis como aque-
les resistentes ao P brasiliensis ndo apresentaram atividade sérica de
TNF-a até 60 dias apds inoculagdo intraperitoneal ou intravenosa com o
fungo. Esse resultado néo ¢ Ginico; também na hanseniase humana, Viei-
ra et al. (1996) ndo observaram qualquer relagdo entre os altos niveis de
TNF-a circulantes e a diminui¢do do indice baciloscopico.

Resta ainda considerar que, embora capaz de restaurar a homeostase
do hospedeiro, a produgdo exagerada desses imunorreguladores pode
promover ac¢des deletérias ao organismo. A superprodugdo de TNF-a, IL-
1 e IL-6 tem sido implicada ao desenvolvimento de reagdes inflamato-
rias e respostas de fase-aguda; elas podem ainda provocar a degradagdo
¢ a reabsorgdo tecidual. Além disso, a produgdo anormal dessas citocinas
pode prolongar algumas condigdes patoldgicas ou exacerbar sindromes
(Ken-Ichi et al., 1990; Parida & Grau, 1993).

Assim, se por um lado, o TNF-a participa da imunidade protetora
mediando a forma¢do do granuloma e inibindo o crescimento dos mi-
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crorganismos, por outro lado, sua agcdo pode resultar em processos imu-
nopatologicos tais como a necrose tecidual. No presente estudo, embora
a administracdo de talidomida néo tenha afetado a composigao celular do
granuloma, independente da sensibilizagdo prévia, animais submetidos a
droga ndo apresentaram area necrdtica no centro da lesdo principal. Esse
resultado refor¢a a idéia sobre a importancia do uso da talidomida em
eventos inflamatorios com destruigdo tecidual importante.

ARRUDA, Maria Sueli Parreira et al. Effect of thalidomide on the development of
Paracoccidioides brasiliensis induced lesion in the hamster’s cheek pouch. Salusvita,
Bauru, v. 19, n. 1, p. 7-17, 2000.

ABSTRACT

Considering that thalidomide, an anti-inflammatory drug, inhibits
local production of TNF-a in epithelioid granulomas, and that inoculation
of Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis) in hamster’s cheek
pouch results in well-structured epithelioid granulomas, in this study we
used this experimental model to investigate the effect of thalidomide on
the development of paracoccidioidomycotic lesions in the presence and
absence of immune response. For this purpose, cheek pouches of 48
hamsters were inoculated with P. brasiliensis and 24 of them were
previously sensitized with the fungus. The 24 non-sensitized animals
constituted “group A" and the previously sensitized animals, “group B”.
From each of those groups, 12 animals received daily thalidomide
injections and 12 were used as control subgroups. The animals were
sacrificed at 7, 14, 28 and 60 days and evaluated for the presence of
disseminated lesions and morphology of lesions on the inoculation site.
Histologically the lesions on the cheek pouch were constituted by epithe-
lioid granulomas, better defined after 14 days. In animals of group
B lesions always exhibited a mononuclear cell halo, whereas in those of
group A this halo became more evident at the end of the experimental
period. The results showed that, independently from pre-sensitizing, the
administration of thalidomide resulted in absence of necrotic area in the
center of the lesion, reinforcing the belief about the importance of using
thalidomide in inflammatory events with tissue destruction.

Key Words: thalidomide, Paracoccidioides brasiliensis, granuloma,
hamster’s cheek pouch
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