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ABREVIATURAS

APCs: células apresentadoras de antigeno

ASD: agar Sabouraud dextrose

BHI: " brain heart infusion ~

BSA: albumina de soro bovino

DMSO: dimetilssulféxido

ELISA: ensaio para detecgao e quantificagao de anticorpos "Enzyme-linked
immunosorbent assay”

FITC: isotiocianato de fluoresceina

IFN-y: interferon-gama

IL: interleucinas

LPS: lipopolissacarideo

MIF: média de intensidade de fluorescéncia

OPD: o-fenilenodiamina

PBS: solucao salina tamponada com fosfato

PCM: Paracoccidioidomicose

RPMI: meio de cultura "Roswell Park Memorial Institute- 1640”
SBF: soro fetal bovino

Th: linfécito T auxiliar

TNF-a: fator o de necrose tumoral

YBNP: meio de cultura “yeast nitrogen base”
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RESUMO

A cromoblastomicose € uma micose crénica que causa lesées granulomatosas e
supurativas que atingem a pele e o tecido subcutdneo. Micose cosmopolita e
freqiientemente observada no Brasil. As lesbes aumentam progressivamente e
posteriormente podem desenvolver um processo crénico e que geralmente nao
respondem a uma terapia convencional. Entretanto o mecanismo de defesa da
resposta imune adaptativa, principalmente das células T na cromoblastomicose
ainda nao esta definido. Em nosso estudo avaliamos a produgéo de citocinas e a
resposta linfoproliferativa de diferentes amostras de sangue de pacientes com
cromoblastomicose e individuos saudaveis in vitro apds estimulagdo com
antigenos do fungo. Além disso, nos acompanhamos esses pacientes sob terapia
antifangica em diferentes periodos de tratamento. Este estudo mostrou que a
forma grave da cromoblastomicose € caracterizada pelo aumento na produgao de
IL-10 e deficiéncia na proliferacao das células T ap6s estimulagdo com antigenos
do fungo. Ao contrario, pacientes com a forma leve da doenga foram capazes de
secretar predominantemente IFN-y, que é uma citocina importante para defesa do
hospedeiro. Em adigao eles secretaram menores quantidades de IL-10 e suas
células T proliferaram eficientemente in vifro apos estimulagao do fungo. Os
pacientes avaliados apds 6 meses de terapia antifingica as células T proliferaram
e secretaram altos niveis de IFN-y eficientemente apés estimulagcéo. Ao contrario,
pacientes com 12 meses de tratamento ocorreu um aumento na produgdo de IL-10
uma diminuicao nos niveis de linfoproliferacdo. Interessantemente, os monécitos
obtidos desses pacientes durante a doenga foram capazes expressar moléculas
co-estimulatorias (CD80 e CD86) e também aumento nos niveis de HLA-DR apés
estimulacdo com LPS. Além disso, mondcitos desses pacientes secretam altos
niveis de IL-12 e TNF-a, sugerindo que a suscetibilidade desses pacientes nao
apresentam uma deficiéncia na apresentacdo de antigeno por monoécitos. Em
suma, em nossos resultados mostraram que alta secre¢do de IFN-y e eficiente
proliferagdo de células T de pacientes com cromoblastomicose esta diretamente
relacionada com a forma leve da doenga, enquanto que a produgdo de IL-10 e
diminuigao na proliferacdo de células T caracterizam a forma grave da doenga.
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ABSTRACT

Chromoblastomycosis is a chronic granulomatous and suppurative disease that
causes lesions mainly in skin and subcutaneous tissues. Although found
worldwide, this mycosis is frequently observed in tropical countries such as Brazil.
The skin lesions increase slowly and progressively in a chronic process that
usually relapse even after canonical treatment. However, the mechanism of the
host adaptive immune response, specially the role of T cells, in
chromoblastomycosis is still unclear. In studies here, we evaluated the cytokine
production and T cell response of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from
different patients and healthy controls upon in vitro stimulation with fungal antigens.
Moreover, we performed a follow-up study in patients undergoing long-term
antifungal treatment. We collected PBMC samples from patients with an active
form (either severe or mild skin lesions) of chromoblastomycosis and PBMC
samples from healthy individuals. In PBMC from patients with a severe form of the
disease we found a predominant production of IL-10 over IFN-gamma and a
deficiency in T cell proliferation upon fungal antigen stimulation. in contrast, PBMC
from patients in a mild form of the disease were able to secrete predbminantly IFN-
gamma, a cytokine important for host defense. In addition, they secreted low
amounts of IL-10 and their T cells efficiently proliferated under in vitro stimulation
with the fungal antigens. Surprisingly, the patients undergoing 6 months antifungal
therapy PBMC from patients secreted higher amounts of IFN-gamma and their T
cells proliferated efficiently upon stimulation. On the contrary, PBMC from patients
after 12m of treatment showed an increase in IL-10 secretion followed by an
inefficient T cell proliferation. Interestingly, monocytes obtained from patients
during chronic phase of the disease were able to up-regulate their co-stimulatory
molecules (CD80 and CD86) as well as their HLA-DR upon in vitro fungal
stimulation. Moreover, monocytes from these patients secreted high amounts of
pro-inflammatory cytokines IL-12 and TNF-alfa, suggesting that susceptibility of
patients must be due to a immune deficiency other than a monocyte deactivation.
Altogether, our data clearly show that a higher secretion of IFN-gamma and an



efficient T cell proliferation of PBMC from infected individuals can distinguish the

mild from the severe form of the chromoblastomycosis.
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Introducéao

A cromoblastomicose € uma micose subcutanea, de evolugéo lenta e de
dificil tratamento (AL DOORY, 1972). E causada por fungos da familia
Dematiaceae que vivem naturalmente no solo ou em vegetais em decomposi¢ao.
A aquisicao da doenca se da geralmente por traumatismo por plantas ou objetos
que veiculem um dos diversos agentes etiolégicos. Apds a penetracdo do fungo
desenvolve-se um processo de infeccdo micética com erupcao de papulas,
verrugas ou nodulos que podem ulcerar (AL DOORY; 1972; MCGINNIS; 1983
LACAZ et al, 1998). A evolugdo € cronica e as manifestagdes clinicas séo
polimérficas. A localizacdo € principalmente podal, mas pode haver

comprometimento dos membros superiores.

Apresenta carater endémico e ocorre com mais freqiéncia entre a
populagéao rural de zonas tropicais e subtropicais, sendo considerada uma doenca
ocupacional (AL-DOORY, 1972). Em casos avancados determina deformidade e
impoténcia funcional do membro acometido, com incapacitagdo permanente para

o frabalho.

No organismo do hospedeiro, o fungo sofre transformacao de filamentoso
para estruturas globosas de paredes espessas e acastanhadas, que se
multiplicam por septacdo, em meio a uma reacdo inflamatéria purulenta e
granulomatosa. Essas estruturas sdo conhecidas como células muriformes, corpos
fumagobides ou corpusculos de Medlar, e seu encontro € diagnéstico da doenca.
(CHANDLER et al, 1980; MEDLAR, 1915). Esses achados diferenciam a

cromoblastomicose da feo-hifomicose e do eumicetoma, micoses causadas



também pelos mesmos agentes etiolégicos (MCGINNIS ; PASSARELL; 1998). A
cromoblastomicose ndo compromete o estado geral do paciente; por este motivo,
a procura de servigo médico é tardia, dificultando o tratamento e aumentando as
chances de freqientes recidivas (CASTRO, 1992; ESTERRE et al, 1996;
QUEIROZ-TELLES et al, 1992;). Em geral, o tratamento dessa micose constitui
um desafio terapéutico, de modo que, embora diversos métodos e quimioterapicos
sejam empregados em tentativas de cura ou controle da doenga, a maioria

fracassa.

Aspectos historicos e sinonimias

A primeira publicacdo sobre cromoblastomicose é atribuida a Max Rudolph
(1914), que denominou “figueira” a doenga causada por fungos negros em
pacientes do estado de Minas Gerais (RUDOLPH apud, 1987). Entretanto, essa
micose ja havia sido observada, mas nao publicada, por Alexandrino de Moraes
Pedroso (1911), que a denominou “blastomicose negra” e detectou o agente
etiologico a partir de biépsia de um paciente do estado de Goias (apud CASTRO,
1998). As caracteristicas do fungo nas lesées cutaneas foram depois descritas por
Lane (1915) e Medlar (1915), que denominaram Phialophora verrucosa, o agente
etiolégico de uma dermatite verrucosa localizada em uma das nadegas de um
jovem italiano, residente em Boston. Mais tarde, em 1920, Pedroso e Gomes
publicaram quatro casos de “blastomicose negra” ocorridos no Brasil e, com base
nos trabalhos de Lane e Medlar, referiram o agente isolado como Phialophora

verrucosa (PEDROSO ; GOMES, 1920).
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Outras denominagdées como dermatite verrucosa, formigueiro,
cromoblastomicose, dermatite verrucosa blastomicotica, doencas de Pedroso,
doenca de Fonseca e Gomes foram também utilizadas para descrever essa
micose. O termo cromoblastomicose foi introduzido por Terra em (1922) e, na
atualidade, é considerado apropriado e indicado pela International Society for
Human and Mycology (ODDS et al, 1992). Entretanto, a denominagao
cromomicose, criada por Moore e Almeida em (1935), tem sido aceita por diversos

autores como a mais adequada para descrever a doenga em questao.

Epidemiologia

Os fungos causadores de cromoblastomicose podem ser encontrados no
solo de todo o mundo, mas as regides tropicais e subtropicais apresentam
maior frequéncia de casos. A doenga tem carater endémico e ocorre
principalmente entre a populagdo de zonas rurais (AL-DORRY, 1972;
BRYGOO; DESTOMBES, 1976; ESTERRE et al, 1996; OKEKE; GUGNANI,

1987; SILVA et al, 1999).

O Brasil, onde a doenca ja foi observada em todas as regides, € um dos
paises com maior nimero de casos relatados, com elevado indice nas regides
Norte e Nordeste (CORRADO 1982; MCGINNIS, 1983; QUEIROZ-TELLES et

al, 1992; SILVA et al, 1992;).

Na cidade de Monte Negro, em Ronddnia, constatou-se uma altissima

incidéncia de uma doenga de pele causada por fungos encontrados em restos



de animais e detritos da floresta e alguns casos foram confirmados como
cromoblastomicose. Nessa localidade, a cromoblastomicose é diagnosticada,
mas com frequéncia é confundida com leishmaniose tegumentar americana,
que também é causadora de feriadas na pele. Nessa cidade foram detectados
dez ocorréncias de doenca com feridas na pele (entre 1997 e 2001) o que
proporciona uma taxa anual de 1,6 casos da doenca por 10 mil habitantes
(PIVETA, 2002). Entretanto foram confirmados 49 casos novos de
cromoblastomicose por Fonsecaea pedrosoi no estado do Para (SALGADO et
al, 2004), este Estado apresenta taxa de prevaléncia maior que a de

Madagascar (SALGADO et al, 2005).

No periodo de junho de 1995 a agosto de 2004 foram relatados os aspectos
epidemioldgicos dos pacientes com cromoblastomicose atendidos no Instituto
de Doengas Tropicais Natan Portela (Piaui). Esse estudo caracterizou um pefrfil
dos pacientes com cromoblastomicose diagnosticados neste instituto, sendo
que essa doenga desenvolve principalmente em homens da zona rural, com
lesao em membro inferior, com mais de 10 anos de evolugdo, tratados

principalmente com Anfotericina B (MARTINS et al, 2004).

A ocorréncia de cromoblastomicose ja foi também descrita em outros
paises, como: Madagascar, Venézuela, Republica Dominicana, Cuba, Colémbia
Japao, China e Malasia (MARTINEZ ; TOVAR, 2007). Entretanto, no Japao o
numero de casos é considerado crescente (FUKUSHIRO, 1983) e Madagascar,
cuja taxa anual é de 1,2 casos por 10 mil habitantes, é referido como o pais

com maior indice de cromoblastomicose (PIVETA, 2002).
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A cromoblastomicose é principalmente encontrada em adultos com 30 2 50
anos de idade, do sexo masculino, de regides rurais (AL-DOORY, 1972; CASTRG,
1998; MCGINNIS, 1983; SILVA et al, 1999). Nao se conhece predile¢do racial e
contagio inter-humano (MCGINNIS, 1983; SILVA et al, 1999). A doenga resulta da
implantacao traumatica transcutanea de diversas espécies de fungos da familia
Dematiaceae, através de solugbes de continuidade, sobretudo nos membros
inferiores, embora uma variedade de formas clinicas de cromoblastomicose e
sitios anatdbmicos envolvidos tenham sido relatados (BRANDT: WARNOCK, 2003;
LACAZ et al, 1991; MCGINNIS, 1983).

A cromoblastomicose apresenta um predominio no sexo masculino. Este
fato tem sido investigado com objetivo de verificar qual o efeito hormonal
desenvolvido durante a infecgdo. Hernandez-Hernandez e colaboradores
verificaram que o progesterona e a testosterona apresentam um efeito inibidor in
vitro no desenvolvimento de Fonsecaea pedrosoi, Cladosporium carrioni

Phialophora verrucosa (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al, 1995).

Etiologia

Até o momento, cinco espécies de fungos estdo envolvidas na etiologia da
cromoblastomicose: Fonsecaea pedrosoi, Fonsecaea compacta, Phialophora
verrucosa, Cladophialophora (Cladosporium) carrionii e Rhinocladiella aguaspersa
(MCGINNIS, 1983; LACAZ et al, 1991; RIPPON, 1982). Outras espécies, descritas
como agentes etiologicos em alguns casos incluem Wangiella (Exophiala)

dermatitides, Exophiala spinifera, Exophiala jeanselmei e Exophiala castelanii
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(BARBA-GOMES et al, 1992; PADHYE et al, 1996; QUEIROZ-TELLES et a!,
19883

Independente do agente causador, essa micose € considerada bem
definida e individualizada do ponto de vista clinico, anatomopatolégico e
micologico. Alguns casos de lesbes cutaneas, com caracteristicas de dermatite
verrucosa, podem ser determinados por manifestacbes de feo-hifomicose,
nocardiose e levedurose. Na ilha de Madagascar, as principais espécies
encontradas sao Fornisecaea pedrosoi e Cladophialophora (Cladosporium) carrionii
(ESTERRE et al, 1996). O dltimo agente também é freqiientemente encontrado
em Madagascar, Venezuela e na Africa do Sul (BRYGOO; DESTOMBES, 1976;
MARTINEZ ; TOVAR, 2007; ZEPPENFELDT et al, 1994). Fonsecaea compacta é
mais comum na Russia, Porto Rico, Libia e Cuba e Fonsecaea pedrosoi € comum
na América Latina. (AL-DOORY, 1972; BRYGOO; DESTOMBES, 1976; BONIFAZ,
et al, 2004; RIPPON, 1982). Cromoblastomicose, causada por Phialophora
verrucosa foi observada nos Estados Unidos, Japao e China (BRYGOO;
DESTOMBES, 1976; LANE, 1915; LI; WU, 1997).

Na Amazdnia, nos ultimos 55 anos, foram diagnosticados 325 casos de
cromoblastomicose, tendo sido isolados F. pedrosoi, P. verrucosa, C carrionii &
raramente Rhinocladiella ;:-zquaspersa (SILVA et al, 1999). Esses agentes sdo
cosmopolitas, mas dependendo do clima ou da regiao, uns sao isolados mais
frequentemente que os outros (BRYGOO; DESTOMBES, 1976; LACAZ et al,

1991; ZEPPENFELD et al, 1994).



Manifestacoes clinicas

O diagnéstico clinico da cromoblastomicose pode ser dificil dewvids 2
diversidade das lesGes. Estas apresentam evolucao cronica e podem iniciar como
papulas, verrugas ou nodulos que gradualmente aumentam de tamanho e, mais
tarde, podem ulcerar. Em casos cronicos observam-se lesdes nodulares, em
placas infiltrativas ou eritematosas, cicatriciais, mas as verruciformes e tumorais
sdo mais comuns. Algumas ulceragdes adquirem aspecto papilomatoso,
semelhante a couve-flor. As lesdes se limitam a pele e ao tecido subcutineo e a
disseminacdo pode ocorrer por contigiidade ou através dos vasos linfaticos
superficiais. Elas podem apresentar dor, prurido e odor desagradavel (AL-DORRY,
1972; LACAZ et al, 1991). Ocasionalmente as lesdes sdo associadas a infecgoes

bacterianas e processos inflamatérios (AJELLO : HAY, 1998).

Mais de um tipo clinico de lesdo pode ser observado concomitantemente em
um mesmo paciente. Uma caracteristica marcante da cromoblastomicose é a
presenga de pequenos pontos negros nas lesdes, que se trata do fendmeno de
eliminacao transepitelial do agente etiologico (GOETTE; ROBERTSON, 1984).
Estes pontos negros ou “black dots” tém importancia clinica, pois sao locais ricos
em parasitos, onde se consegue seguramente identificar o agente ao exame
micolégico direto. Essa simples demonstragdo do fungo no exame direto do
material da lesdo e em culturas estabelece o diagnéstico da doenca em questao
(RIPPON, 1982), porque, clinicamente, as lesées de cromoblastomicose podem se
confundir com outras doengas dermatologicas infecciosas ou ndao (LACAZ et al,

1991; RIPPON, 1982).
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A doenga nao compromete o estado geral do paciente, mas em auséncia dg
cuidados terapéuticos ocorrem infeccdo bacteriana secundaria e edema. As
lesbes acometem principalmente a regido podal, pernas e nadegas e raramente
maos e bragos. Existem relatos de lesdes nas regides auriculares, nasais e em
outras partes do corpo (AL-DORRY, 1972; ARANGO et al, 1998; BITTENCOURT

et al, 1994; BRUKS et al, 1995;.

Diagnoéstico diferencial

As lesbes de cromoblastomicose apresentam polimorfismo clinico, o que
justifica sua diferenciagcdo de uma série de processos cutdneos de natureza
infecciosa e nao infecciosa. Entra as doencas infecciosas destacam-se as
verrugas e papilomas de etiologia viral, a tuberculose cutanea, micobacterioses,
hanseniase e a leishmaniose cutanea, assim como a sifilis terciaria, entre outras.
Entre as micoses subcutaneas, incluem-se a esporotricose, os micetomas, a
lobomicose, a feo-hifomicose e a paracoccidioidomicose. Das causas néo
infecciosas, as neoplasias sao os principais diagnosticos diferenciais de

cromoblastomicose (LACAZ et al, 1991; RIPPON, 1982).

Diagnéstico laboratorial

Exame direto
O diagnéstico laboratorial é realizado a partir da remo¢ao de pontos negros

da lesao por raspagem com lamina de bisturi ou por biépsia. O agente causador
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pode ser identificado por exame direto da amostra clarificada com KOH. A
observacdo de estruturas demaceas, globosas, septadas ou ndo, com
frequiéncias aglomeradas, denominadas corpos fumagodides, corpos escleréticos
ou células muriformes, no material biolégico, confirma o diagnostico da
cromoblastomicose. Em ocasifes, observam-se hifas demaceas septadas, em

amostras da epiderme (MCGINNIS, 1983).

Cultura

Os agentes causadores da cromoblastomicose formam colénias escuras,
de aspecto aveludado e crescimento lento em meio de cultivo. Nao sé&o
diferenciaveis em seu aspecto macroscopico (LACAZ et al, 1998; LARONE, 1989;

LARONE, 1995; MCGINNIS; SCHELL, 1980).

A observagdo microscopica dos cultivos mostra que Fonsecaea pedrosoi é
um fungo polimérfico com trés tipos de esporulagdo. O tipo cladospoério, com
conidioforos eretos, escuros, a partir dos quais os conidios se desenvolvem por
brotamento e permanecem unidos por disjuntores, formando cadeias ramificadas.
O tipo rinocladiela mostra conidiéforos simples, com varias células conidiogénicas,
onde se originam conidios geralmente ovais, com distribuicéo lateral ou apical. O
tipo fialé6fora apresenta célula conidiogénica denominada fialide, em forma de
anfora ou frasco, que ocorre ao longo ou na porcdo terminal do micélio; os
conidios, pequenos e ovais, podem se acumular na extremidade da fialide
(DIXON; POLAK-WYSS, 1991; LARONE, 1989; MCGINNINS, 1980; MCGINNIS;

SCHELL, 1980; SCHELL et al, 1999).
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Fonsecaea compacta apresenta hifas marrom-claro e esporulagao
predominante cladosporium. Os tipos rinocladiela e fialofora tambem estédo
presentes, mas em menor nimero (SCHELL et al, 1999). Cladophialophora
(Cladosporium) spp mostram conidiagao aerégena observando-se conideos em
cadeia, tipo cladospério (SCHELL et al, 1999). Phialophora verrucosa apresentam
frutificacao apenas do tipo fialéfora (SCHELL et al, 1999). Rhinocladiella mostram

frutificacao apenas do tipo rinocladiela (SCHELL et al, 1999).

Resposta imune celular

O estudo da resposta imune em infecgdes fungicas vem trazendo
importante contribuicdo para o entendimento dessas patologias. Um importante
exemplo € o estudo da Paracoccidioidomicose (PCM) uma micose si_stémica muito
freqiente em nosso pais. Varios autores mostraram que diferentes graus de
depressao da resposta imune celular dos pacientes sao associados com as
diferentes formas clinicas da PCM (Mota et al., 1985; Franco et al., 1986). Estes
dados sugerem que na PCM, como em outras micoses profundas, ha uma
correlagcao inversa entre a resposta imune celular do paciente e a gravidade da
doenga, mostrando que a imunidade celular representa um dos mecanismos mais

importantes de defesa do hospedeiro contra o fungo.

Mota et al, 1985 sugeriram que quanto mais deprimida for a resposta

imune celular do paciente mais grave sera a forma clinica da doenca.



diferenciem em células efetoras. As células dendriticas, macrofagos ou linfécitos B
sdo células “profissionais” apresentadoras de antigenos capazes de fazer o
processamento do antigeno e a apresentacdo de peptideos a linfécitos T
(UNANUE & ALLEN, 1987). Através de um estudo realizado em bi6psia de pele de
pacientes com cromoblastomicose utilizando técnicas de imunohistoquimica foram
detectadas com mais incidéncias antigenos de Fonsecaea pedrosoi no citoplasma
de macréfagos do que em células de Langerhans e dendrécitos. Entretanto, os
dendrécitos nao atuam s6 como células APCs, mas desempenham papel
importante durante a inflamacéo, através da produgao de citocinas que polarizam

a resposta de células T (SOTTO et al, 2004).

A ativacdo de uma resposta imunologica é conseqiiéncia de uma série de
interacdes envolvendo diferentes tipos celulares. Estudo de clones de populagées
de células T sugerem que as células apresentadoras de antigenos (APCs)

poderiam também determinar o tipo de resposta imune (FERREIRA, 2003).

Estudos imunohistoquimicos sugerem que a persisténcia do fungo esta
associada um infiltrado de neutréfilos, que é provavelmente o principal fator
patolégico para explicar reagao granulomatosa na cromoblastomicose. Expressao
do fator a de necrose tumoral (TNF-a) e aumento do fator B (TNF-B) tem sido
observado pela imunohistoquimica. Avaliar a analise histopatolégica da formacgao
do granuloma e acometimento tecidual das células inflamatérias pode explicar a
reagao granulomatosa. Nos exames histopatoldégicos das lesdes de
cromoblastomicose, as reagbes tissulares cutdneas caracterizam—se por uma

reacado granulomatosa construida por macréfagos, células gigantes, linfocitos,
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plasmoécitos e neutréfilos, com presengca de microabcessos, granulomas e

fibroplasia (ESTERRE et al, 1982}.

Em um estudo utilizando animais (hamsters) infectados por
Paracoccidioides brasiliensis, verificou que, enquanto a imunidade celular esta
funcionando adequadamente, a reacgao histopatolégica é predominantemente
granulomatosa, mas a medida que ocorre depressdo na resposta imunoldgica,
refletindo a faléncia dos mecanismos de defesa do animal, os granulomas se
afrouxam e os fungos passam a proliferar nas lesées (PERACOLI, 1978). No caso
da cromoblastomicose & possivel que ocorra uma alteragdo na regulagdo da
resposta imune possibilitando a proliferagao fungica.

O desenvolvimento predominante de uma subpopulacéo de células T (Th1
ou Th2) durante uma infeccao € extremamente importante. Certos patégenos sao
mais efetivamente controlados por uma resposta do tipo celular (Th1) e outros,
mais efetivamente controlados por uma resposta do tipo humoral (Th2) (SHER et
al. 1992). Em algumas doencas crénicas, a resposta celular de linfocitos T CD4"
inapropriada pode exacerbar a doenca, levando a uma inabilidade do hospedeiro
para erradicar o microrganismo.

Em relagdo a cromoblastomicose, escassos sao os relatos sobre a resposta
imunolégica em pacientes. Acredita-se que a resposta imune celular é a mais
importante durante a evolugcao da doenc¢a, porém poucos relatos foram publicados
até o momento. Esterre et al 2000 estudando a resposta imune humoral de
pacientes com cromoblatomicose de Madagascar mostraram uma elevada

prevaléncia de anticorpos contra componentes de 18.5 kDa especificos para F.
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pedrosoi e dois componentes de 23.5 e 33 kDa especificos para C. carrionii. Os
autores também mostraram uma diminui¢do da queda dos niveis de anticorpos
durante a terapia antifingica nesses pacientes.

Vidal e colaboradores tarmbém identificaram uma fragdo antigénica
imunodominante de 54 kDa de Fonsecaea pedrosoi que apresentou alta
sensibilidade e especificidade em testes utilizando-se anticorpos de pacientes com
cromoblastomicose (VIDAL et al, 2004).

E importante ressaltar que até o momento ndo ha utilizagdo de técnicas
sorolégicas para fins de diagnéstico nessa micose. Em relagdo a estudos
imunolégicos, ha escassos relatos sob componentes antigénicos do fungo
(IBRAHIM-GRANET et al, 1988; VILLALBA et al, 1988). Provavelmente, esse fato
deve-se ao pouco conhecimento da imunoquimica dos fungos e da resposta
imunologica dos pacientes com cromoblastomicose.

Estudando a caracterizacdo quimica parcial de agentes da
cromoblastomicose em preparagdes antigénicas, alguns autores sugerem que
esses antigenos poderao auxiliar nos estudos de sorologia de pacientes com
cromoblastomicose (BARROS & REZENDE, 1999).

Os fungos causadores de cromoblastomicose apresentam pigmento
marrom escuro, denominado melanina, em sua parede celular. Esse pigmento é
um antioxidante natural, importante na sobrevivéncia e longevidade dos
propagulos fungicos, como também, pode conferir maior patogenicidade e
viruléncia a essa classe de fungos (WHEELER ; BELL, 1987). Melanina também
pode interferir ativagdo do complemento (ROSAS et al, 2002) e reduz a

sensibilidade dos antifungicos (VAN DUIN et al, 2002).



Tratamento

A cromoblastomicose constitui um desafio terapéutico enfrentado pelo
médico e o paciente. Ao longo da histéria do conhecimento dessa micose,
diversos foram os métodos e as substancias empregados para tratamento e
muitos os fracassos.

Nos estagios iniciais da doencga, alguns autores indicam eletrocoagulagao,
curetagem e exérese das lesdes, mas outros pesquisadores contestam o uso
desses procedimentos considerando que ao invés de promover a cura causam
uma disseminagdo da doenga, com agravamento progressivo do quadro clinico e
causando, muitas vezes, sérios prejuizos a saude dos pacientes (CASTRO, 1998;
LACAZ et al, 1991).

Uma das primeiras tentativas para o tratamento foi a administracao de
iodeto de potassio, por via oral, e iodeto de sédio a 10 %, por via venosa, como
terapéutica suplementar. Bons resultados foram obtidos por Bopp, em 1957,
utilizando essas medicagbes associadas. Outras preparacdées a base de ouro,
bismuto, arsénio, mercurio ou azul de metileno foram também utilizados para tratar
essa micose, com diversos graus de sucesso terapéutico (LACAZ et al, 1991).

Diversos esquemas terapéuticos foram utilizados no tratamento da
cromoblastomicose, comoz processos cirtirgicos, fisicos e uso de diversos agentes
antifingicos (CASTRO, 1992), sendo as drogas itraconazol e terbinafina,
associadas ou nao a crioterapia mais utilizadas atuaimente (BONIFAZ et al, 2004,;
ESTERRE et al, 1996; CASTRO et al, 2003; UNGPAKORN; REANGCHAINAM,

2006). No entanto, muitos foram os casos de recidiva e poucos foram os relatos
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de cura definitiva, nao existindo ainda um padrao para o tratamento desta micose
(BONIFAZ et al, 1997; QUEIROZ-TELLES et al, 1992).

Castro (1998), tratou por meio de criocirurgia com nitrogénio liquido, 22
pacientes com cromoblastormicose durante 11 anos, concluindo que este recurso
terapéutico apresenta eficacia semelhante & maioria dos métodos normalmente
empregados. Outras terapias também sado descritas como o emprego de vitamina
D2 associada com iodeto de s6dio a 10%, eletrocoagulagao e utilizagdo de

antifangicos orais (BOPP, 1976; PIMENTEL, 1989).

No entanto, apesar de existirem varios métodos terapéuticos, os critérios
utilizados para definir se um paciente estd ou nao curado sao bastante
conflitantes, podendo envolver aspectos imunolégicos (CASTRO, 1998). Também
abrangem problemas como dificuldade para obter amostra significativa,
necessidade de tratamento e acompanhamento prolongados e a refratariedade da
doenca aos mais variados métodos terapéuticos, sendo pouco freqiente a cura
total. Alguns autores preconizam que a palavra cura em cromoblastomicose possa
ser aplicada apods cinco anos do término do tratamento, sem que ocorram
recidivas (BOLZINGER et al, 1991).

Por outro lado, Castro (1988) admite que o periodo de trés anos de
acompanhamento seja su}iciente para considerar um paciente curado. A eficacia
de um tratamento estd simultaneamente ligada as condi¢cdes fisicas e
imunolégicas dos pacientes, ao tipo da infecg¢ao, grupo de risco e na escolha do

tratamento a ser administrado (CASTRO, 1998).
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Em 1987 foi relatada a obtengdo de bons resultados clinicos em dois
pacientes com cromoblastomicose tratados com itraconazol, um azol de segunda
geracdo (GARNER et al, 1987). Desde entdo, varios autores comprovaram a
eficacia desse tratamento (BORELLI, 1987; KUMAR et al, 1991; YU, 1995), mas
outros nao obtiveram o mesmo sucesso (CASTRO, 1992; RESTREPO, 1994).
Melhores resultados foram obtidos associando-se a administragdo de itraconazol
com crioterapia, de tal modo que, em alguns casos, foram comprovadas cura
clinica e micolégica mediante acompanhamento prolongado (BONIFAZ et al, 1997;
KULLAVANIJAYA; ROJANAVANICH, 1995; POIRRIEZ et al, 2000).

Outros azdis ja foram também empregados no tratamento da
cromoblastomicose, mas sucesso terapéutico foi alcangado em poucos casos
(DIAZ et al, 1992; FRANCO et al, 1992; POIRRIEZ, 2000; YU; GAO, 1994).

Os estudos com terbinafina, uma alilaminas, embora mais recentes e
menos numerosos que os realizados com outros antimicoticos, mostraram bons
resultados no tratamento dessa micose (BONIFAZ et al, 2004; ESTERRE et al,
1996; ESTERRE et al, 1997).

Pelo exposto, verifica-se que ainda ndo existe um tratamento padrao,
mundialmente aceito para a cura ou, ao menos, para um controle eficaz da
cromoblastomicose. A falha do sucesso terapéutico pode estar relacionada tanto a
resisténcia microbiologica quanto a resisténcia clinica ao quimioterapico em
questdo (BORELLE, 1987; RESTREPO et al, 1988). A demonstracao da primeira
pode ser relativamente simples, por meio de provas de sensibilidade in vifro ou da
identificacdo do agente causador (MARCO et al, 1998), mas a comprovagao da

segunda € mais complexa, por que estd associada a baixos niveis de droga
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circulante e ou tecidual, condi¢des fisicas e sociais do hospedeiro, interagdes
medicamentosas e o estado imunoldgico do paciente (ESPINELL-INGROFF et al,
2000; GUPTA et al, 2002).

Uma das caracteristicas da doenga &€ a baixa resposta ao tratamento
medicamentoso, principalmente quando as lesfes se encontram em fase
avancada. No entanto, alguns pacientes ndo evoluem satisfatoriamente com
regressao das lesdes, fato que pode ser creditado pela ma absorg¢ao da droga no
sitio lesional ou por incompeténcia do sistema imunologico em ajudar a combater
os fungos em questao.

Portanto, tendo em vista a importancia dessa micose em nosso pais e
considerando-se a necessidade de amplos estudos para tentar controlar ou
solucionar as dificuldades clinicas relacionadas ao tratamento da
cromoblastomicose, nosso trabalho investigou o comportamento da resposta
imune celular em pacientes sob terapia antifingica com o intuito de contribuir para
o melhor entendimento dos mecanismos imunolégicos envolvidos na progressao e

cura dessa patologia e correlacionar com terapia antifungica.



OBJETIVOS
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Objetivos:

Os objetivos deste trabalho foram:

e Andlise da resposta linfoproliferativa de células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com cromoblastomicose frente ao antigeno de
Fonsecaea pedrosoi e a produgao de citocinas IFN-y, TNF-a , IL-4 e

IL-10 para verificar o tipo de resposta imunolégica induzida (Th1 e Th2).

e Analisar a expressdo das moléculas de superficie (CD80, CD86 e HLA-DR),

bem como a sintese de citocinas por monécitos de pacientes com

cromoblastomicose.

e Analise de resposta imune celular em pacientes sob terapia antifungica.



MATERIAL METODOS
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Material e Métodos

Casuistica:

Foram estudados 29 individuos com cromoblastomicose ativa, todos
lavradores ou ex-lavradores, com idade variando de 33 a 92 anos moradores da
Baixada Maranhense, localizada na mesorregido norte, na Amazbnia Legal
maranhense, regido com altissima incidéncia da doenga (Silva et al, 1992). Como
controle foram utilizados 15 individuos sadios, que ndo pertenciam a regiao
endémica.

Foram estudados 13 individuos com cromoblastomicose atendidos no
Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo. Os pacientes foram acompanhados
durante um ano de terapia com itraconazol (100mg a 300mg/ dia) ou terbinafina
(250mg/dia) associados ou nao a criocirurgia. Individuos controles (10) (sem
cromoblastomicose) foram avaliados.

Totalizando um grupo com 42 individuos com cromoblastomicose ativa e 25
individuos controles sem cromoblastomicose.

A escolha dos‘pacientes teve como critério o diagndstico da doenca pelo
achado do fungo em exame direto ou histopatologico assim como sua
identificacdo por cultura. O fungo F. pedrosoi foi isolado de todos os pacientes
com cromoblastomicose. Nesta relagdo foram incluidos alguns pacientes virgens e
outros pacientes em que o tratamento estava em andamento.

Os pacientes foram divididos segundo os fatores descritos nas Tabelas 2 e

3 foi possivel classificar os pacientes em relacado ao tipo de lesdo que
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apresentavam. Essa classificagcao foi utilizada para agrupar os pacientes segundo

a gravidade da doenca.

Tabela 2. Tipos de lesdes de cromoblastomicose

Nodular

Moderadamente elevadas, de consisténcia fibroelastica.
Superficie eritematosa ou violacea, com aspecto descamativo ou verruciforme.

Tumoral

Resultam de varios nédulos coalescidos, formando massas tumorais
papilomatosas, as vezes lobuladas, semelhantes a couve-flor.

Nas extremidades dos membros tendem a ser mais proeminente.

Superficie recoberta por restos epidérmicos, crostas e particulas corneas.

Verruciforme

Sao pouco umidas. A hiperceratose € o aspecto predominante.
Freqiientemente sao encontradas nas bordas do pé.

Cicatricial

Lesbes planas, de crescimento centrifugo, deixando areas centrais de
epiderme com cicatrizagao atrofica ou esclerosante.

Tendem a cobrir areas extensas do tegumento.

Apresentam contornos de forma anular, aciforme ou serpentiforme, com bordas
hiperceratésicas.

Placa

Vegetante

Lesbes elevadas, de consisténcia endurada, com bordos nitidos e contorno
polimorfico.

Apresentam geralmente hiperceratose superficial e sao recobertas por restos
celulares

Infiltrativa

Séo infreqilientes, pouco elevadas, formando areas uniformemente infiltradas
com ampla variacdao de tamanho e forma. Geralmente encontradas nas
por¢oes superiores dos membros.

Caracterizam-se pela coloracao eritematosa ou violacea. Sua superficie é
descamativa e, as vezes, apresenta exacerbag¢do das linhas de clivagem
da epiderme.

CARRION, 1950, modificado por QUEIROZ TELLES, 1996
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Tabela 3. Critérios de gravidade em cromoblastomicose

Forma leve
Lesao unica.
Tipo placa ou nodular com menos de 5 cm de diametro.

Forma moderada
Lesao unica ou multipla.
Tipo placa, nodular ou verruciforme.
Quando multipla, presenga de um ou de varios tipos de lesées.
Localizam-se em uma ou duas regides cutaneas adjacentes,
medindo menos que 15 cm de diametro.

Forma grave
Qualquer tipo de lesdo anica ou multipla, adjacentes ou nao
recobrindo extensas areas do tegumento.
Quando multipla, presenga de um ou de varios tipos de leséo.

QUEIROZ TELLES et al., 1992, modificado por QUEIROZ TELLES, 1996.

1. Material biolégico:

Raspado de lesdo: as amostras foram obtidas e clarificadas com hidréxido de

potassio a 10% para a realizagdo do exame direto e para o cultivo em meio agar
Sabouraud (Oxoid) com cloranfenicol e/ou em meio de agar Mycosel (BBL) com
cloranfenicol para identificagdo da cepa isolada.

Cepas: apés o creécimento de colénias demacias nos meios de cultura, as
cepas foram identificadas como descrito na literatura (Lacaz et al, 1991; Lacaz et
al, 1998; McGinnis, 1980), no Laboratério de Micologia do Departamento de
Andlises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéutica da

Universidade de Sao Paulo.
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1.1 Obtenc¢ao de células mononucleares e de mondécitos com Ficoll-Hypaque

Células mononucleares do sangue periférico foram obtidas apds coleta de
50ml de sangue através de pung¢ao venosa e posteriormente os leucécitos foram
separados em Ficoll-Hypaque (Bio Sciences). Apds separacgao, as células foram
lavadas 3 vezes com PBS (Solugdo Salina de Fosfato Tamponada) (pH 7,2) e
utilizadas nos ensaios de linfoproliferacao, dosagem de citocinas e citometria.

Para obter-se os mondcitos, as células mononucleares, apés separagao por
Ficoll-Hypaque, foram mantidas™ in vitro- por 48 horas para aderéncia e
posteriormente utilizadas nos ensaios de dosagens de citocinas e analise das

moléculas de superficie.

1.2. Producao de antigeno

Para a producao do antigeno de cromoblastomicose, utilizamos a cepa
padrdo de Fonsecaea pedrosoi ATCC 26428. O fungo foi cultivado em Agar
Sabouraud por 30 dias a 25°C, e posteriormente foi transferido para recipiente
contendo 250 mL de meio liquido Sabouraud (Vetec) e incubado por 21 dias a
30°C sob agitagao (Mesa agitadora orbital - Tecnal) constante. Apds esse periodo
as células fungicas foram mortas com timerosal (0,2g/L, Synth) e separadas do
fluido por filtracdo em papel de filiro. O filtrado foi concentrado 10 vezes e
dialisado contra agua destilada, por 48 horas, obtendo-se assim o antigeno

especifico.
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1.3 Resposta proliferativa a antigenos especificos

Células mononucleares foram incubadas em meio RPMI (Cultilab)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, & concentracdo de 2x10° células/mL
em placas de cultura, juntamente com antigeno especifico, em diferentes
concentragées (10 a 200ug/ml). Apos S dias, as culturas foram incubadas com
timidina->H (1pCilorificio, Amersham Biosciences) e 18 horas depois as células
foram coletadas em um coletor automatico (cell harvester) e a radioatividade
incorporada foi analisada em contador de particulas beta. Esses dois ultimos
procedimentos foram realizados no Departamento de Imunologia do Instituto de

Ciéncias Biologicas (ICB 4) da Universidade de Sao Paulo.

1.4 Fenotipagens de linfocitos em pacientes com cromoblastomicose

Células mononucleares do sangue periférico apés separagdo com Ficoll-
Hypaque, foram fenotipadas e a quantidade de linfécitos T CD4, CD8 assim como
de linfécitos B foram realizados por citometria de fluxo utilizando-se anticorpos
anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD19 (Caltag, Bulingame, Califénia) marcados

com fluoresceina.

A analise por citometria de fluxo foi realizada utilizando-se o aparelho
(Facscalibur) do Instituto Butantda. Foram analizados 10.000 eventos. Apés

aquisicao de dados, estes foram analisados utilizando o programa Cell Quest.
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1.5 Producao de citocinas

Células mononucleares (2x10°/mL) foram cultivas em placas de 24 orificios
na presenga ou nao do antigeno de F. pedrosoi. Apdés 72 horas de cultura, o
sobrenadante foi coletado e estocado a —70°C até o uso. As citocinas (IL-4, 1L-10,
IFN-ye TNF-a) foram dosadas por ELISA de captura, utilizando-se anticorpos
monoclonais (R&D) contra as citocinas.

Monécitos de sangue periférico apos 48 horas de aderéncia (2x10°/mL)
foram cultivados em placas de 24 orificios na presenga ou ndo de LPS (10ng/mL.

Apds 72 horas os sobrenadantes foram coletados e as citocinas (IL-10, IL-12 e

TNF-a) dosadas pela técnica de ELISA de captura.
As condi¢des adotadas no ensaio de ELISA foram as seguintes:

e Sensibilizagao de placas de microdiluigio de 96 pogos com anticorpo
primario diluido em PBS, de um dia para outro a 4°C; |

e Bloqueio de sitios livres do plastico com PBS contendo 1% de BSA, por 1
hora a temperatura ambiente;

e Incubacado dos sobrenadantes de cultura e da curva padrao de citocinas
recombinantes diluidas em PBS contendo 1% de BSA, por 2 horas a
temperatura ambiente. Lavagem dos pogos com PBS — Tween 20 a 0,05%;

e Adicao dos anticorpos secundarios conjugados a biotina, diluidos em PBS e
incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Lavagem dos pogos;

e Incubagcdo com conjugado estreptoavidina-peroxidase por 30 minutos a

temperatura ambiente. Lavagem dos po¢os;
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e Revelagdao com orto-fenilenodiamina 1mg/mi diluida em tampéo fosfato
0,4M citrato de sodio 0,4M pH 5,3, por 15-30 minutos;
e Bloqueio da reagdo com H;SO4 4N e leitura das densidades opticas (DO)
em leitor automatico, com comprimento de onda de 492nm.
As concentragdes de cada citocina nos sobrenadantes foram calculadas com
base na equacao da reta de regressao linear da curva padrao obtida com citocinas

recombinantes murinas.

1.6 Expressao de moléculas de superficie de mondcitos

Células mononucleares apos separacgao por Ficoll-Hypaque foram mantidas “in
vitro- por 48 horas para aderéncia dos mondcitos em placa de petri.
Posteriormente, as células foram marcadas com anticorpo anti-CD80, anti-CD86 e
anti-HLA-DR (BD Biosciences Pharmingen, USA), acoplados com fluoresceina, e
a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) foi determinada pela analise dos

resultados obtidos através de citometria de fluxo, realizada como no item 1.4.
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Resultados
Relagao dos pacientes

Conforme dados apresentados na Tabela 1, foi possivel observar o
predominio da doenga em individuos do sexo masculino (36 sexo masculino e 6
sexo feminino) com idade variando de 33 a 92 anos. Todos os individuos
apresentaram tempo de evolugdo da doenga bastante prolongado, variando de 2
até 30 anos. Ao exame direto, todas as amostras obtidas dos pacientes foram
positivas para ceélulas muriformes. Com base na macromorfologia e na
micromorfologia das col6nias isoladas foram identificadas como amostras de
Fonsecaea pedrosoi.

Os pacientes referentes ao numero 1 ao 29, denominamos de grupo 1, que
sao os individuos atendidos no Maranhao. Pacientes dos nimeros 30 ao 42 foram
atendidos no Hospital das Clinicas e foram acompanhados de modo seriado. Em
nosso estudo, o paciente com maior tempo de tratamento (numerd-34), em torno
de cinco anos nao pode ser considerado curado, em vista da doenga recidivante.
Esse grupo foi denominado de grupo 2.

Levando-se em consideragdao os fatores descritos nas Tabelas 2 e 3 foi
possivel classificar os pacientes em relagdo a gravidade da doenga. Essa

classificacao foi utilizada para agrupar os pacientes segundo a gravidade da

doenca.
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Tabela 1: RELAGAO DE DOENTES COM CARACTERISTICAS CLINICAS

Pacientes |idade |sexo Tempode | Gravidade Tipo de lesao
doenga da doenga

1 63 M 6 anos Moderada Nodulares, papulares e infiltrativas
2 92 F 30 anos Grave Tumoral, vegetante

3 54 M 27 anos Grave Lesdo em placa infiltrativa

4 60 M 20 anos Grave Placa vegentante e tumorais
5 70 M 30 anos Grave Placa infiltrativa e tumorais
6 76 M 25 anos Moderada Placa infiltrativa

7 56 M 8 anos Moderada Placa infiltrativa

8 53 M 10 anos Moderada Placa infiltrativa

9 69 M 25 anos Moderada Placa vegetante

10 71 M 15 anos Grave Placa vegetante

11 33 M 6 anos Moderada | Placa infiltrativa, nédulos e papulas
12 74 M 10 anos Moderada Papulas, vegetagbes e cicatricial
13 71 F 2 anos Moderada Papulas e placa infiltrativa
14 66 F 20 anos Leve Placa infiltrativa

15 56 M 10 anos Leve Placa infiltrativa

16 52 M 6 anos Moderada Placa infiltrativa

17 65 M 30 anos Grave Polimorfismo lesional

18 66 M 10 anos Leve Placa vegetante

19 51 M 20 anos Grave Nodulares, nédulos e placa

vegetante

20 65 M 20 anos Leve Placa vegetante

21 70 F 5 anos leve Placa vegetante

22 68 M 25 anos Moderada Placa infiltrativa

23 72 M 15 anos Moderada Vegetacdes e placa infiltrativa
24 40 M 3 anos Leve Placa vegetante

25 65 M 7 anos Moderada Placa infiltrativa

26 66 F 5 anos Grave Placa infiltrativa

27 33 M 3 anos Moderada Placa vegetante e infiltrativa
28 49 M 4 anos Grave Placa vegetante

29 65 M 20 anos Grave Placa infiltrativa

30 51 M 3 anos Moderada Leséao cicatricial, placa verrugosa.
31 77 M 22 anos Grave Tumoral, vegetante.

32 56 M 20 anos Grave Tumoral, vegetante.

33 40 M 20 anos Grave Placa vegetante e tumorais
34 78 M 20 anos Grave Vegetante e tumorais

35 51 M 4 anos Moderada Piaca infiltrativa e vegetante
36 38 F 7 anos Moderada Placa verrugosa

37 36 M 20 anos Grave Placa infiltrativa e tumorais
38 28 M 2 anos Moderada Lesdo nodular

39 52 M 3 anos Moderada Les&o nodular
40 57 M 14 anos Grave Lesao vegetante
41 52 M 3 anos Leve Les&o cicatricial
42 60 M 2 anos Moderada Les&o nodular
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Resposta proliferativa a antigeno especifico:

A analise da resposta linfoproliferativa para antigenos especificos de
cromoblastomicose mostrou que células de pacientes com a forma leve da doenca
apresentaram maiores niveis de proliferagdo quando comparados com células de
pacientes com as formas moderada ou grave da doenga (Figura 1). Foi possivel
também nesses ensaios padronizar a concentragao de antigeno a ser utilizado,
que foi de 40 pg/ml (dados ndo mostrados). Esses resultados mostraram que
pacientes com a forma grave da doenca poderiam apresentar uma inibigao

antigeno-especifica da resposta de células T, contribuindo para aumentar a

gravidade da doenca.
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Figura 1. Proliferagdo de células mononucleares de sangue periférico de pacientes
com diferentes formas de gravidade da cromoblastomicose estimuladas com 40 pg/ml
do antigeno especifico, quando comparada com individuos normais (controle).
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Dosagem de citocinas

Para avaliar se os padrdes de citocinas secretado por células de pacientes
poderiam estar contribuindo para a depressdo da resposta proliferativa, foi
estudada a producao de IL-4, IL-10, IFN-y e TNF-a, a partir do sobrenadante de
cultura de células mononucleares de pacientes estimulados com o antigeno de F.
pedrosoi. Observamos que em pacientes com a forma grave foi detectada a
presenca de elevados niveis de IL-10 (Figura 2) juntamente com baixa producao
de IFN-y (Figura 3). Por outro lado, em pacientes com as formas leve da doenga
observamos aumento da sintese de IFN-y mostrando uma resposta tipica Th1. A
forma moderada mostrou ser um padrdo misto, ou de transi¢ao, que foi possivel
observar a produgédo de IL-10 juntamente com uma diminui¢do da produgéo de
IFN-y. A producdo de TNF-a nao foi estatisticamente diferente entre as formas

leve, moderada e grave (Figura 4).
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Figura 2: Producdo de IL-10 por células mononucleares de sangue periférico de
pacientes com diferentes formas de gravidade da cromoblastomicose estimuladas com 40
pg/ml do antigeno especifico, quando comparada com individuos normais (controle).
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Figura 3. Producdo de IFN-y por células mononucleares de sangue periférico de
pacientes com diferentes formas de gravidade da cromoblastomicose estimuladas

com 40 ug/ml do antigeno especifico, quando comparada com individuos normais
(controle).
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Figura 4: Produgéo de TNF-a por células mononucleares de sangue periférico de
pacientes com diferentes formas de gravidade da cromoblastomicose estimuladas

com 40 pyg/ml do antigeno especifico, quando comparada com individuos normais
(controle).
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Analise do peﬁil de linfécitos em pacientes com cromoblastomicose

As porcentagens de linfécitos no sangue periférico dos pacientes com
cromoblastomicose, ndo foram diferentes quando a severidade da doenca foi
analisada (Tabela 4). Apesar de observarmos uma diminuigdo na porcentagem de
linfécitos em pacientes com a forma grave da doenca esse decréscimo nao foi
significante quando comparados com outras formas da doenga ou individuos
controles. Essa analise foi realizada somente nos pacientes do nimero 1 ao 29

gue sao os pacientes que pertencem ao Maranhao (grupo 1).

Tabela 4: Porcentagem de sub-populagdes de linfocitos de sangue periférico
de pacientes com diferentes formas de gravidade da cromoblastomicose

Gravidade da Doenca

marcador Leve (n=6) Moderada(n=13) Grave (n=10) Controle
(n=15)
CD3’ 7242 1 68+5.1 60+6.1 74+9.7
CD4” 50+3.3 4816.3 45+7.0 51+8.8
CD8" 2612.8 2414 1 2216.8 27+11.6
CD19" 1143.7 10+2.8 12+1.9 124+5.5

Proximos resultados foram analisados com pacientes que foram

acompanhados durante a terapia antifangica, grupo 2.
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Resposta proliferativa a antigeno especifico durante terapia antifungica:

A andlise da resposta linfoproliferativa para antigeno especifico de
cromoblastomicose mostrou que células mononucleares de pacientes apds 6
meses de terapia (itraconazol, terbinafina associadas ou nao criocirurgia)
apresentaram aumento da proliferacdo quando comparados com células dos
pacientes no inicio da terapia. Entretanto esses niveis apresentavam-se bastante
diminuidos ap6és 12 meses de terapia (Figura 5). Utilizamos a fitohemaglutinina

como controle positivo para nossos ensaios de linfoproliferagao (Figura 6).

5000-
4000- .
£ 3000-
o
o
2000- . “
10001 :
— ; &

tempo pés-tratamento (meses)

Figura 5: Proliferacdo de células mononucleares de sangue periférico de pacientes
com cromoblastomicose em diferentes periodos de tratamento estimuladas com 40
pg/ml do antigeno especifico.
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Figura 6: Proliferacdo de células mononucleares de sangue periférico de pacientes
com cromoblastomicose em diferentes periodos de tratamento estimuladas a
fitohemaglutinina (Phy).

Dosagem de citocinas:

Observamos que em pacientes apdés 6 meses de terapia foi detectada a
presenca de elevados niveis na producao de IFN- y (Figura 7) mostrando uma
resposta tipica Th1. Por outro lado, ap6s 12 meses observamos uma diminui¢gao
na produc¢éao de IFN-y juntamente com o aumento na produgéo de |L-10 (Figura 8).
Em nossos ensaios ndo foi possivel detectar IL-4 (Dados ndo mostrados). A
produgédo de TNF-a ndo sofreu variagdo nos niveis de produg¢do nos diferentes
periodos de tratamento (Figura 9).
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Figura 7: Produgéo de IFN- y por células mononucleares de sangue periférico de
pacientes com cromoblastomicose diferentes periodos de tratamento estimuladas com 40
pHg/ml do antigeno especifico.
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Figura 8: Producdo de IL-10 por células mononucleares de sangue periférico de
pacientes com cromoblastomicose em diferentes periodos de tratamento estimuladas com
40 pg/ml do antigeno especifico.
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Figura 9: Producdo de TNF-a por células mononucleares de sangue periférico de
pacientes com cromoblastomicose em diferentes periodos de tratamento estimuladas com

40 pyg/ml do antigeno especifico.

Expressao de moléculas da superficie de mondcitos:

Para analisarmos a expressao das principais moléculas de superficie, os -
monocitos foram cultivados por 48 horas, sendo a expressao de HLA-DR, CD80 e
CD86 analisadas por citometria de fluxo. A analise dos resultados demonstra que
a expressdao das moléculas foi significativamente maior em mondcitos de
pacientes quando comparadas com os controles (individuos normais), como

mostram as figuras 10, 11 e 12.
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Figura 10: Expressdo de HLA-DR por monécitos de pacientes com cromoblastomicose e

de individuos normais (controle).
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Figura 11: Expressdo de moléculas coestimulatérias (CD80) por mondcitos de pacientes

com cromoblastomicose e de individuos normais (controle).
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Figura 12: Expressao de moléculas coestimulatérias (CD86) por mondcitos de pacientes

com cromoblastomicose e de individuos normais (controle).
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Dosagem de citocinas

Para avaliar se o padrao de citocinas secretado por monécitos de pacientes
poderiam estar contribuindo para depressao da resposta imune, observamos que
em mondocitos de pacientes foi detectada a presenga de elevados niveis de 1L-12

(figura 13) e de TNF-a (figura 15) quando estimuladas com LPS. Por outro lado,

nao ocorreu a producgao significativa de IL-10 (figura 14).
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Figura 13: Producédo de IL-12 por mondcitos de pacientes com cromoblastomicose e de
individuos normais (controle) estimuladas por LPS. Nivel basal = Monécito de pacientes

sem estimulo de LPS.
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Figura 14: Producédo de IL-10 por monécitos de pacientes com cromoblastomicose e de

individuos normais (controle) estimuladas por LPS. Nivel basal = Monécito de pacientes

sem estimulo de LPS.
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Figura 15: Produgdo de TNF-a por monécitos de pacientes com cromoblastomicose e de
individuos normais (controle) estimuladas por LPS. Nivel basal = Monécito de pacientes

sem estimulo de LPS.
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Discussdo

De modo geral, os pacientes que sofrem de cromoblastomicose apresentam
algumas caracteristicas em comum. Assim, entre individuos estudados de ambos
os grupos do Maranhdo ou os pacientes atendidos em S&o Paulo predominaram
os individuos do sexo masculino, 0 que esta de acordo com a literatura (CASTRO,
1998), sendo 34 pacientes do sexo masculino e 6 manifestagdes em individuos do
sexo feminino (tabela 1). Também em concordancia com esta, a maioria dos
pacientes pesquisados referiu ocupacdo voltada a agricultura, com constante

contato com plantas e s¢lo.

Na tabela 1 mostramos que na maioria dos pacientes com
acompanhamento clinico e micoloégico, a doenga se manifestou entre 3% e 4°
décadas de vida. Nao se sabe se este fato estaria relacionado a inoculagéo tardia
do agente, decorrente do exercicio das atividades ocupacionais rurais na vida
adulta, ou se a inoculagdo seria precoce e o tempo de desenvolvimento da doenca
longo.

Em quase todos os pacientes a localizagdo das lesdes era mais frequente
nos membros inferiores, confimando a prevaléncia podal dessa micose (Martins
et al, 2004). Entretanto entre os pacientes do Maranh&o (grupo 1) destacou-se um
dos pacientes que apresentava lesdo de grande extensao facial e de tronco e
entre os pacientes de S&o Paulo (grupo 2), um paciente apresentava lesdes por

quase todo o corpo, sendo na face, pema esquerda, nadegas, pé, mao e tronco.

A presenca de células muriformes, com ou sem a presenga de hifas

demacias, observadas ao exame direto das amostras dos pacientes, € comum em
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casos positivos da doenca em questdo (HARADA, 1983, MCGINNINS, 1983).
Quanto a identificacdo das cepas isoladas, verificou-se compatibilidade com &8
resultados de autores que relataram elevada frequiéncia de Fonsecaea pedrosoi
em casos de cromoblastomicose (AL DORRY, 1972; BONIFAZ, et al, 2004,
CASTRO, 1998; QUEIROZ-TELLES et al, 1997; SILVA et al, 1992). Em S&o Paulo
e no Maranhdo, para todos os casos diagnosticados, o agente etiologico foi
Fonsecaea pedrosoi. Estudos realizados anteriormente comprovam que o agente
mais identificado também foi F. pedrosoi (GIMENES, 2003). O mesmo ocorreu
com 71 pacientes apresentando cromoblastomicose no estado do Parana, entre
1985 e 1996, 94,3% dos casos 0 agente identificado também foi de Fonsecaea
pedrosoi (DE HOOG et al, 2000).

A resposta imune compreende todos os mecanismos de que o hospedeiro
lanca para reconhecer ou identificar aquilo que lhe é estranho, reagindo para
poder neutraliza-lo ou elimina-lo, com ou sem prejuizo de seus préprios tecidos
(SINGER, 1972). A imunidade celular é constituida pelos mecanismos de defesa
mediados principalmente pelos linfécitos T. Estas células ao interagirem com os
antigenos transformafn-se em linfoblastos, dando origem a células efetoras e

células de memoria (LACAZ et al, 2062;.

Vdrias evidéncias em infecgbes fiingicas em humanos e modelos animais
indicam que a imunidade celular é crucial para a defesa do hospedeiro. A resposta
imune celular em pacientes com cromoblastomicose foi pouco estudada até o

momento. Portanto, nesse estudo a resposta linfoproliferativa e producao de



citocinas induzidos por antigenos de F. pedrosoi foram investigados em diferentes

formas clinicas da doenca.

Foi observado primeiramente que, a resposta imune celular esta
relacionada com a gravidade da doenga (figura 1). Pacientes com a forma grave
nao induziram linfoproliferagcao (figura 1). Esses pacientes geralmente apresentam
um prognéstico ruim, pois apresentam uma infeccao disseminada de longa
duracao e na maioria das vezes nao respondem a terapia. Ao contrario, pacientes
com a forma mais benigna da doenga (forma leve) apresentaram resposta
proliferativa quando comparado com as formas moderada ou grave. Este grupo de
individuos, na sua maioria, apresenta poucas lesées ou foram considerados

curados (Tabela 1).

Pacientes com dermatofitose crénica podem apresentar, com freqiiéncia,
defeitos na resposta imunolégica mediada por células, bem como diminui¢do dos

linfécitos T (BALOGH et al, 1981).

No presente estudo, mostramos que linfécitos de pacientes com a forma
grave da cromoblastomicose quando estimulados com antigenos de F. pedrosegi
secretaram preferencialmente IL-10 e TNF-a (figuras 2 e 4 respectivamente). No
entanto, nao observamos producaoc de IL-4, citocina importante em induzir
diferenciacdo para Th2. Uma possibilidade para explicar esse fato foi que
pequenas quantidades secretadas ndo foram detectadas pela metodologia
empregada (ELISA). Por outro lado, linfécitos de pacientes com a forma leve
produziram elevados niveis de IFN-y (figura 3). Esses dados sugerem que

elevados niveis IFN-y juntamente com baixos niveis de IL-10 poderiam ser



importantes no controle da cromoblastomicose. Estes dados coincidem com
trabalhos publicados anteriormente. Sendo assim, podemos concordar com outros
autores e considerar que o tipo de citocina que predomina na cromoblastomicose
pode depender da forma clinica da doenca (D AVILA et al, 2002 ; KURITA, 1979;

GIMENES et al, 2005).

Estudo com pacientes com paracoccidioidomicose apresentando diferentes
formas clinicas mostraram uma associagao entre a ativagao de células do tipo Th1
em pacientes com forma leve ou curados, e resposta Th2 com formas graves da
doenca. Pacientes com infeccao disseminada apresentaram uma diminuicao da
producao de IFN-y, ndo responderam a testes de hipersensibilidade do tipo tardia
e apresentaram elevados niveis de citocinas como IL-4 e IL-5 (CLEMONS &

STEVENS, 2001).

Alguns autores observaram que a reagdo imune mediada por células nas
lesdes cutaneas de cromoblastomicose apresenta uma correlagdo com diferentes
formas clinicas da doenga. As formagdes de placas verrucosas estavam
relacionadas com a formacado de granuloma supurativo onde se observou a
presenca de varias células fungicas vidveis na lesdo cutanea, entretanto, as
formacdes de placa atréfica estavam relacionadas com granuloma tuberculoide
onde apresentam poucas células fungicas nas lesdes cutaneas. Esses resultados
sugerem que os pacientes que apresentam lesées verrucosas tém uma resposta
imunoloégica do tipo Th-2 e pacientes com lesbtes eritematosas atroficas tém uma

resposta do tipo Th-1 (D'AVILA et al, 2003).
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No modelo de leishmaniose alguns autores acreditam que o mecanismc
imunolégico da resposta imune celular seja influenciado quando ao aspecte,
intensidade e quantidade das lesGes. Resolugdo das lesbGes cutdneas esta
associada também com a modulacao da resposta celular, enquanto uma alteracao
da resposta imune parecer ser uma responsabilidade da severidade das lesbes

nas mucosas (CARVALHO et al, 1985; COUTINHO et al, 1996).

Estudo em modelo experimental tem demonstrado que a resposta imune
celular no desenvolvimento da cromoblastomicose que os granulomas, se
expandem juntamente com a proliferagao flingica, suprimindo a resposta imune

celular (ALVIANO et al, 2004).

Sabemos que os mecanismos de defesa influenciam na manifestacio e na
gravidade das infecgbées fungicas; entretanto, as formas clinicas da doenca
dependem da resposta imune do hospedeiro (MARR et al, 2002; PUCCETTI et al,
1995). Os mecanismos de protecdo do hospedeiro contra os fungos séo

numerosos e estao presentes na evolucao da doenga

Segundo Yarzabal et al (1980), a resposta imunolégica dos pacientes
infectados pelo P.brasiliensis pode seguir dois rumos distintos; um caracterizado
pela positividade aos testes cutdneos com paracoccidioidina, imunidade mediada
por células preservada, e outro com testes cutdneos negativos a paracoccidioidina
e depressdao na imunidade celular. Os autores consideravam a ocorréncia de
duas formas polares distintas na paracoccidioidomicose: um poélo anérgico e ou
um pélo hiperégico (Lacaz et al, 2002). Sendo assim, de forma mais simplificada

podemos caracterizar a cromoblastomicose a ocorréncia de duas formas polares
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através de alguns dados analisados. O pdélo anérgico é caracterizado por
pacientes com lesdes disseminadas, com imunidade celular comprometida e
lesbes necrotizantes com riquezas de parasitos nas lesées. O pélo hiperérgico
poderia ser caracterizado por pacientes com lesées localizadas ou generalizadas,
mas com preservacao do estado geral do paciente, imunidade celular preservada,
pobreza ou auséncia dos parasitas nas lesdées. E os quadros clinicos

intermediarios, estao na dependéncia do hospedeiro e do parasito.

Nos avaliamos os pacientes do Maranhao (GRUPO 1) e pudemos observar
que a maioria desses pacientes que apresentaram a forma grave da doenca é
caracterizada por diferentes tipos de lesées (tumoral, nodulares e necrotizantes),

sendo essas disseminadas, pela maior producao IL-10 e TNF-a. Esses mediadores

associados aos baixos niveis de proliferacdo e produgdo de IFN-y. Como
conseqiiéncia esses pacientes nao apresentavam uma resposta terapéutica
satisfatoria, provavelmente devida a uma imunidade celular éomprometida. Por
outro lado, os pacientes com a forma leve da doenc¢a sdo caracterizados pela
producdo de elevados niveis de IFN-y paralelamente com a proliferacédo de
linfocitos e baixos niveis de IL-10 demonstraram uma resposta terapéutica mais

favoravei.

As porcentagens de linfécitos no sangue periférico dos pacientes com
cromoblastomicose, nao foram diferentes quando a gravidade da doenga
analisada na tabela 4. Observamos uma diminuicdo na porcentagem de linfocitos

T CD4 e T CD8 em pacientes com a forma grave da doenga, porém esse
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decréscimo nao foi significantivo quando comparados com outras formas da

doenca e individuos controles.

Nossos resultados mostraram que imunidade celular representa um
mecanismo importante de defesa do hospedeiro contra o fungo. Mota et al (1985)
sugerem que quanto mais deprimida for a resposta imune celular do paciente mais
grave sera forma clinica da doenca. Entretanto, um dos nossos objetivos foi
caracterizar a resposta imune celular em pacientes submetidos a diferentes

periodos de tratamento.

Sendo assim, acompanhamos os pacientes atendidos no Hospital das
Clinicas de Sao Paulo (GRUPO 2) para avaliarmos a resposta imune durante o
tratamento. Observamos que os pacientes com cromoblastomicose sofreram uma
modificacdo na resposta imune celular. Estes pacientes produziram uma baixa
proliferacao de linfocitos apés um ano de terapia quando comparadas com niveis
de proliferagcao apés 6 meses de terapia (figura 5). Esses pacientes geralmente
apresentam um prognéstico ruim, foi observado na grande maioria deles uma
infeccao disseminada de longa duragao e na maioria das vezes nao responderam
a terapia. Essa inversao também ocorreu na produgao de citocinas, inicialmente,
uma producao significativa de IFN-y (figura 7). Entretanto, apés um ano de
tratamento observamos uma diminui¢do na producdo de IFN-y acompanhado de

um aumento de IL-10 (figura 8).

Provavelmente esse aumento na produgéo de |IL-10 estaria contribuindo na
inibicdo da resposta imune. A IL-10 € uma citocina com grande capacidade

antiinflamatéria e supressora da resposta imune. Assim, a capacidade do
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hospedeiro em erradicar o microrganismo esta diretamente interligada com a
resposta imune celular e ndo com a terapia antifungica administrada. Esse fato
poderia justificar o fracasso de diversos métodos e quimioterapicos que sao
empregados em tentativas de cura ou controle da doenga, consideramos que o

paciente com uma imunidade inapropriada nao responde nenhuma a terapia.

Assumindo que a resposta imune efetora é determinada pela ativagdao de
sub classes de linfécitos TCD4 (Th1/Th2), a identificagdo dessas sub-classes
secretando diferentes padrdes de citocinas poderia auxiliar no entendimento da

regulagao da resposta imune na cromoblastomicose.

O tipo de citocina que predomina na cromoblastomicose depende da forma
clinica da doencga. As células T de pacientes com a forma grave da doenca
produzem mais IL-10 e TNF-a , enquanto que a producdo de IFN-y é verificada
nos pacientes com a forma leve da doenga (D’AVILA et al, 2002; KURITA, 1979).
Especula-se que uma produ¢ao elevada de IL-10 encontrada principalmente na
forma grave da cromoblastomicose pode atuar também como um fator agravante
inibindo a produg¢do de oxido nitrico por macréfagos, reduzindo assim o controle
de proliferagao fungica no organismo. O oxido nitrico resulta da indu¢do da enzima
NO-sintase (iNOs), que produz poderosos fatores antifungicos, e este efeito tem
sido demonstrado contra diferentes fungos como: Candida albicans,
Cryptoccoccus neoformans, Aspergillus fumigatus e Histoplasma capsulatum
(SOTTO et al, 2004; PHILIPPE et al, 2003).

A expansao ou acumulo de IL-10 pode produzir uma regula¢do nas células

T que esta associado com um numero de infecgdes cronicas, incluindo hepatite C,
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HIV e Leishmania (MEGE et al, 2006). Pacientes com leishmania visceral tem
apresentado elevados niveis de IL-10 no soro e também elevada expressao de IL-
10 no tecido lesional, onde provavelmente a atividade imunossupressora da
citocina pode promover a replicagao do parasita como a dissemina¢ao da doenga
(NYLEN ; SACKS, 2007).

Resultados semelhantes também foram verificados em culturas de células
de pacientes com HIV, sendo que a produgdo de IFN-y foi severamente
prejudicada e os niveis de IL-10 foram elevados. Eles também consideram que os
niveis elevados de IL-10 secretados por pacientes jovens com AIDS contribuem

consideravelmente no controle e replicagdo do HIV e a inibicdo de TNF-a nao

reduz a producao de IFN-y (ANDRADE et al, 2007).

Outro achado importante dos nossos resultados foi que pacientes com
cromoblastomicose em tratamento ndo conseguem manter elevados os niveis de
IFN-y, o que poderia apresentar um papel determinante para reativagao,
justificando o surgimento das recidivas tdo freqiientes. Em um estudo da
patogénese da doenca de Chagas experimental, os resultados sugerem que a
deficiéncia de IFN-y seria o principal determinante para reativagdo pelo

Trypanosoma cruzi em hospedeiros imunossuprimidos (RIBEIRO, 2001).

A interacao de patégeno com um fagécito induz a producao de citocina. As
endotoxinas como LPS, lipossacarideo bacteriano, estimula a producdo de
interleucinas como IL-1 e TNF-a por parte dos macréfagos e promovem a

expressdo de moléculas de superficie (HERNANDEZ-URZUA et al, 2001). O LPS
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é considerado um estimulador potente na ativagcdo de mondécitos e macrofagos

(MOREIRA et al, 2002).

Nossos resultados mostraram uma baixa indugdo de ativagdao de
linfécitos de pacientes com cromoblastomicose. Sendo assim, fomos avaliar se
esse baixo indice de proliferacdo observado poderia estar relacionado com um
funcionamento deficitario de células apresentadoras de antigeno (APCs). Para
esclarecer essa hip6tese, purificamos monécitos de pacientes e analisamos a
expressao de HLA-DR, moléculas co-estimulatorias (CD80 e CD86) e produgao de
citocinas (IL-12, IL-10 e TNF-a). Nossos resultados mostraram que mondcitos de
pacientes com cromoblastomicose expressaram niveis mais elevados de HLA-DR
e moléculas co-estimulatorias (CD80 e CD86), quando comparados com
individuos controles (figura 10,11 e 12). Estes resultados podem indicar que os
mondcitos estdo mais ativados, por provavelmente, terem contato com o fungo
durante a infecgao crbnica, que é caracteristica da cromoblastomicose. O mesmo
resultado ocorreu quando citocinas foram analisadas, ou seja, monécitos de
pacientes produziram niveis elevados de IL-12 e TNF-a quando tratados com um
estimulo inflamatério como o LPS (figura 13 e 15). Esses resultados podem indicar
que os mondcitos dos pacientes estdo ativados independente da evolugdo da
doenga. Portanto, a deficiéncia em induzir linfoproliferacdo observada nos
pacientes pode nao estar relacionada com um funcionamento deficitario dos

monacitos.

Alguns trabalhos relatam que monécitos sdo capazes de produzir 1L-12.

Esta citocina tem sido considerada uma peca chave para iniciar uma imunidade
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mediada por células e rapidamente induzir a sintese de IFN-y por linfocitos
ativados. O IFN-y produzida ativa os macrofagos, aumentando a fagocitose, a
producao do superdxido nitrico e contribuindo na apresentagéo do antigeno para
os linfécitos. A IL-12 induz a diferenciacdo de linfocitos Th-1 e promove um
aumento na proliferacdo desses antigenos especificos diferenciando em linfécitos,
onde o IFN-y inibe a expressao de células Th-2 (AHUJA et al, 1998). Os mondcitos
e as citocinas sao elementos importantes para serem utilizadas na estimulagao da

resposta imune celular do paciente de cromoblastomicose.

Viérios estudos tém demonstrado que diferentes manifestagdes clinicas
estdo associadas com o distinto complexo parasita e o hospedeiro e uma
afinidade diretamente envolvendo o sistema imune (VITELLI-AVELAR et al, 2005).
O reconhecimento e ingestdo do patégeno e/ou seus contribuintes séao
acompanhados pela ativagdo /maturacao de células apresentadoras de antigenos,
como aumento das moléculas co-estimulatorias (CD80 e CD86), levando na
maioria das vezes, uma eficiente resposta imune do hospedeiro, com ativagao de
células T. No entanto alguns patdgenos tém a capacidade de afetar as fungoes
biolégicas destas células através da inibicado de suas moléculas de superficie, bem
como da inibicdo da sintese de citocinas na ativagao de linfécitos do tipo Th1

(FERREIRA, 2003).

Na criptococose varios sdo os fatores que interferem em sua patogenia, tais
como, a producao de acidos de polissacarideos da capsula do fungo, de manitol,
de melanina e de fosfolipase no cérebro, onde sdo abundantes as catecolaminas,

sendo a sintese da melanina feita com facilidade (RODRIGUES et al, 1999). E



54

possivel também que a composicdo da parede celular do fungo Fonsecaea
pedrosoi, desempenhe papel importante na modulagdo da resposta imune,
principalmente a melanina que facilmente detectada na parede celular (ALVIANO
et al, 1991). Os autores sugerem que a melanina da Fonsecaea pedrosoi € uma
estrutura imunolégica ativa que atua na resposta humoral e celular como uma
resposta protetora durante a infecgao pela Fonsecaea pedrosoi (ALVIANO et al,
2004).

Em nossos ensaios nao avaliamos a melanina, mas acreditamos que ela
também atue na modulagdo da imunidade celular. Melanina pode atuar como fator
de viruléncia que aumenta a resisténcia das células fungicas ao ataque das
células efetoras através da redugdo da fagocitose, protecdo ao fungo contra as
enzimas hidroliticas produzidas pelos macrofagos (JACOBSON, 2000) e contra
derivados de nitrogénio e oxigénio (ROZENTAL et al, 1994; REISS &
NICKERSSON, 1974). A melanina sintética é capaz de impedir in vitro a produgao
de citocinas pro-inflamatéria em monécitos de sangue humano (SILVA & FAZIOLI,
1985). A presenga de melanina tem um efeito inibitério na fagocitose classica e
protege a Fonsecaea pedrosoi contra a destruicdo das células imune do
hospedeiro in vitro (ESTERRE ; JAHEVITRA, 2000).

Autores consideram que uma das caracteristicas da cromoblastomicose é a
baixa resposta ao tratamento medicamentoso, principalmente quando as lesdes se
encontram em fase avangada. O uso do itraconazol demonstrou eficacia
semelhante nas formas leves e moderadas, mesmo quando utilizado por periodos
prolongados. No entanto, alguns pacientes nao evoluem satisfatoriamente com a

regressao das lesdes, fato que eles consideraram ter ocorrido pela ma absorgao
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da droga no sitio lesional ou por incompeténcia do sistema imunolégico em ajudar
a combater os fungos em questao (SANTOS et al, 2004).
A atuagao do mecanismo da resposta imune celular apresenta bastante

indefinida, mas podem ser um caminho promissor principalmente para esta

doencga que apresenta muitas dificuldades no tratamento.

Acreditamos que estudos futuros sao necessarios para determinar os
fatores extrinsecos e intrinsecos desta doenga. Que através de estudos
relacionados com a resposta imune celular possam surgir novas estratégias
terapéuticas que possam auxiliar no controle dessa doenga e até mesmo a sua

cura.

De acordo com nossos resultados e os descritos na literatura, acreditamos
que uma terapia especifica isolada com antifiingicos nao € uma forma eficaz do
controle da doenga, principalmente devido ao surgimento de recidivas frequentes.
Nés propomos que a imunoterapia pode ser uma ferramenta para auxiliar no
tratamento dos pacientes com cromoblastomicose, principalmente aqueles que

nao respondem a uma terapia convencional administrada atualmente.
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Em relacao a linfoproliferacao:

e A gravidade da doenca é dependente da resposta imune celular: baixos
niveis de proliferacdo caracterizam uma forma grave e altos niveis de

proliferagéo caracterizam uma forma leve de cromoblastomicose.

Em relacdo ao padrao de citocinas:

Nos pacientes avaliados:

e Forma grave da cromoblastomicose & caracterizada pela produgao de IL-
10.

¢ Forma leve da cromoblastomicose é caracterizada pela produgao de

elevados niveis de IFN-y e baixos niveis de IL-10.

Em relagdao aos mondcitos:

¢ Os mondcitos dos pacientes estdo ativados e expressam niveis elevados
de moléculas co-estimulatérias, HLA-DR e de secrecdo de IL-12 e TNF-«,

quando estimulados por LPS.

Em relacédo ao tratamento:

e As células mononucleares dos pacientes apés 6 meses de terapia
proliferaram e foi detectada a presenga de elevados niveis de producio de
IFN-y. Porém, apés 12 meses de tratamento ocorreu uma diminuicdo na

producdo de IFN-y e nos niveis de linfoproliferagdo juntamente com
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aumento na produc¢do de IL-10, conseqilentemente uma piora no quadro do

paciente.
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Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

o
ooy «f"

Oficio CEP n° 054/2004

S&o Paulo, 02 de junho de 2004.

llmo(a). Sr(a).
Viviane Mazo Favero Gimenes

Vimos informar que o Comité de Efica em Pesquisa da FCF/USP, em reunido
realizada em 31 de maio p.p., APROVOU o projeto “Estudo da resposta imune
celular em pacientes com cromoblastomicose” (Protocolo n® 251), apresentado por
Vossa Senhoria.

Lembramos que, de acordo com a Resolugcdo 196/96 da CONEP, projetos
realizados em mais de uma instituicdo necessitam de aprovacdo dos CEPs das
entidades, portanto, solicitamos que seja anexada cdépia do CEP do HCFMUSP,
quando oportuno.

Lembramos, ainda, que apds a execugdo de 50% do cronograma do
projeto, deverd ser apresentado um relatério parcial, de acordo com o Artigo 18 -
item C, da Portaria FCF-111/97.

Atenciosamente,

Prof?. Dre. Eﬁl’g;éia Saes Parra Abdalla
Coordenadora do Comité de Etica
em Pesquisa da FCF/USP,

Orientador: Prof. Sandro Rogério de Almeida
FBC

Av. Prof. Lineu Prestes, n°® 580, Bloco 13 A - Cidade Universitiria - CEP 05508-800 - Sio Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3677 - Fax (11) 3031-8986 - e-mall: rtrigo@usp.br
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HOSPITALDAS CLINICAS
kb 5. UNIVERSIOADE DE SAO pavLO

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
12.07.06, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 614/06 , intitulado:

"Estudo da resposta imune celular em pacientes com cromoblastomicos”
apresentado pelo Departamento de Dermatoalogia, inclusive Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do

Conselho Nacional de Satide n°® 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra "c")

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof.Dr. José Eduardo Costa Martins

Pesquisador(a) Executante : Viviane Mazo Fdvero Gimenes

CAPPesgq, 12 de julho de 2006.

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise

de Projetos de Pesquisa

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05403 010 - Sdo Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br
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