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RESUMO

Introducao: A cromoblastomicose (CBM) é uma doencga fungica que
acomete a pele e o subcutaneo, tem carater crénico, de dificil terapéutica. Ja o
Lupus Eritematoso Cutaneo Subaguado (LECS) caracteriza-se por lesdes
eritematosas papuloescamosas ou anulares, localizadas principalmente em
regides de pele foto-expostas. Ambas as doengas ndo possuem consenso
quanto ao tratamento. Objetivo: Relatar o caso de um paciente com
associacdao de CBM e LECS e avaliar a resposta inflamatoria apresentada por
ele, utilizando a dosagem de citocinas no seu sangue. Materiais e Métodos:
Descricao do quadro apresentado pelo paciente com realizagcdo de bidpsia e
coleta de sangue. A partir da amostra biopsiada da pele, realizou-se: exame
direto, cultura histopatolégico e sequenciamento genético do fungo para
confirmacéo do agente etiol6gico. No sangue, foram dosadas as citocinas IL-2,
IL-4, IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-17A através do kit CBA (BDBiosciences) e placa
de pocos em U. Resultados: Masculino, 52 anos com diagnéstico de LECS e
em tratamento ha 5 anos, em uso de cloroquina e metotrexate e doenca sob
controle. Apresenta lesdo de CBM grave, com area cicatricial interna e borda
elevada e intensa descamacdo, impedindo a deambulagcdo e a correta
extensdo do membro inferior direito. Na amostra biopsiada encontrou-se exame
direto evidenciou os corpos muriformes caracteristicos da doenca; cultura
positiva com morfologia para Fonsecaea pedrosoi no microcultivo; intensa
fibrose e granulomas no anatomopatoldgico, e 0 sequenciamento genético
confirmou ser o Fonsecaea pedrosoi o agente causador da CBM. Na avaliacao
da resposta inflamatéria no soro, foi detectavel, apenas, a IL-6. Concluséo: E
o primeiro estudo de relato da associacéo entre a CBM e o LECS que se tem
conhecimento. A CBM do paciente tem baixa resposta terapéutica, como
esperado para a doenca grave. O agente causador encontrado é Fonsecaea
spp. e € o fungo com maior relato no estado do Maranhao. A deteccao da IL-6
€ compativel com a presenca de doenca autoimune, ja estabelecido na
literatura para LUpus e outras doencas e indica intensa resposta inflamatéria,
apesar da imunossupressao induzida pela terapéutica oral.

Descritores: Cromoblastomicose; Lupus cutaneo subagudo;
Fonsecaea spp.; citocinas.



ABSTRACT

Introduction: Chromoblastomycosis (CBM) is a fungal disease that
affects the skin and subcutaneous tissue, has chronic character, difficult
therapy. Already Subacute Cutaneous Lupus Erythematosus (SCLE) is
characterized by erythematous lesions or annular papulosquamous, located
mainly in photo-exposed skin regions. Both diseases have no consensus on
treatment. Objective: To report the case of a patient with CBM and SECL
association and evaluate the inflammatory response by him, using the dosage
of cytokines in their blood. Materials and Methods: Description of the picture
presented by the patient with a biopsy and blood collection. From the biopsied
skin sample was held: direct examination, histopathologic culture and genetic
sequencing of the fungus to confirm the etiologic agent. In the blood were
measured cytokines IL-2, IL-4, IL-6, TNF-a, IFN-y and IL-17A through CBA kit
and wells plate U. Results: Male, 52 years old diagnosed with SECL and
treatment for five years, using chloroquine and methotrexate and disease under
control. CBM presents serious injury, internal scar area and border high and
intense desquamation, preventing ambulation and the correct extension of the
right lower limb. In biopsied sample was found direct examination showed the
characteristic muriformes bodies of the disease; positive culture with
morphology to Fonsecaea pedrosoi in microculture; intense fibrosis and
granulomas in the pathology and genetic sequencing confirmed that the
Fonsecaea pedrosoi the causative agent of CBM. In the evaluation of the
inflammatory response in serum it was detectable only IL-6. Conclusion: It is
the first association study report between CBM and the SECL which are known.
The patient CBM has low therapeutic response, as expected for severe
disease. The causative agent is found Fonsecaea spp. and the fungus is more
reporting in the state of Maranhao. Detection of IL-6 is consistent with the
presence of autoimmune disease, already established in the literature for lupus
and other diseases and indicates intense inflammatory response in spite of
immunosuppression induced by oral therapy.

Keywords: Chromoblastomycosis; subacute cutaneous lupus;
Fonsecaea spp.; cytokines.



LISTA DE SIGLAS

ANA (-): Anticorpo antinuclear negativo

ANA (+): Anticorpo antinuclear positivo

BT2: Beta 2 tubulina

CBA: Cytometric Bead Array
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CBS: Banco de registro do DNA de fungos
CREDIP: Centro de Doencas Infecto-parasitarias
DNA: Acido Desoxirribonucleico

DNAr: Acido desoxirribonucleico ribossomal
dNTPS: Desoxirribonucleosideo- trifosfato
ELISA: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
IFN-y: Interferon gama

IgG: Imunoglobulina classe G

IL-10: Interleucina 10

IL-17A: Interleucina 17A

IL-2: Interleucina 2

IL-4: Interleucina 4

IL-6: Interleucina 6

ITS: Identificador do DNA ribssomal interno transcrito por espacador

LE: Lupus Eritematoso



LEC: Lupus Eritematoso Cutaneo
LECA: Lupus Eritematoso Cutdaneo Agudo
LECC: Lupus Eritemaoso Cutaneo Crénico

LECS/ SCLE: Lupus Eritematoso Cutdaneo Subagudo/ Subacute

Cutaneous Lupus Erythematosus
LES: Lupus Eritematoso Sistémico
LiF: Laboratério de Imunofisiologia
LSU: Grande unidade formadora
PPPG: Pré-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacao
RNAr: Acido ribonucleico ribossomal
SAP: Fosfatase Alcalina de camarao
SGA: Agar Glucose Sabouraud
SSU: Pequena unidade formadora
Th1: Célula T auxiliar/ helper tipo 1
Th2: Célula T auxiliar/ helper tipo 2
Th22: Célula T auxiliar/ helper tipo 22
TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa

UFMA: Universidade Federal do Maranhao
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histopatoldgico e micoldgico direto.
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INTRODUCAO

A Cromoblastomicose (CBM) é uma doenca que acomete a pele e o
subcutaneo, de carater crénico, com baixas respostas aos tratamentos atuais
(BONIFAZ et. al., 1997, 2004; ESTERRE & QUEIROZ-TELLES, 2006), e tem
no fungo Fonsecaea pedrosoi o principal agente causador (SANTOS et.al.,
2007; TORRES-GUERRERO et. al., 2012). No Brasil ha casos detectados em
todo o territério, sendo endémica no estado do Maranhdo e especialmente
predominante no Norte do pais (AZEVEDO et.al., 2012). O acometimento do
sexo masculino, em idade adulta e trabalhadores de &reas rurais sdo as
principais caracteristicas epidemiol6gicas da CBM (PIRES et. al., 2012).

A resposta imune nesta doenca é pouco conhecida, mas ja é
comprovada a presenca de hipersensibilidade tardia (MARQUES et.al., 2008).
Além disso, tem-se registro do desequilibrio entre a resposta celular Th1 e Th2,
sendo esta menos eficiente para o controle da doenca (TORRES-GERRERO
et. al., 2012). Alguns estudos focaram a interacao fungo-hospedeiro, mostrando
um predominio de resposta imune mediada por células, com macrofagos
ativados envolvidos na fagocitose dos fungos (D’AVILA et. al., 2003). Em
2008, Sousa et.al. (SOUSA, et. al., 2008), observaram que a estimulagao das
células CD14 de pacientes com formas leves de infeccdo causa producao de
TNF-a em niveis mais elevados do que pacientes com forma grave. Em
contrapartida, as formas greves apresentavam niveis mais elevados de IL-10.
Alguns estudos relacionam a produgdo de citocina com a doenga e o
prognéstico (HAYAKAWA etal, 2006) e a relacdo dos tipos celulares
envolvidos com a resposta in situ (SOUSA et.al., 2009; SILVA, et.al., 2014;
Woithrich et. al., 2015). A interleucina IL-17A é a que tem maior nimero de
relatos na literatura relacionados a CBM. Em 2016, Leeyaphan e colaboradores
(LEEYAPHAN, et. al., 2016), investigaram a expressao do gene desta citocina,
retrospectivamente, na amostra de tecido de 12 pacientes com diagnéstico de
CBM ou Eumicetoma — ambos fungos negros — e encontraram uma
amplificagcdo na banda de 174bp. Em 2014, comprovou-se que a IL-17-A é a
unica citocina, entre as avaliadas no estudo de Silva et.al. (SILVA et. al., 2014),
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que apresentou expressao elevada em CBM in situ quando comparada a peles

sadias.

As doencas autoimunes ocorrem quando ha deficiéncia na capacidade
de tolerancia pelas imunidades natural e/ou adquirida (SOUZA, et. al, 2010), ou
seja, o sistema perde a capacidade de reconhecer as células e/ou os tecidos
préprios, desenvolvendo resposta inflamatéria. O Lupus Eritematoso (LE) é
uma destas doencgas e a apresentacao clinica tem ampla variagdo (ERRANTE
et. al., 2016). A forma cutanea (LEC) se subdivide em LE cutédneo crénico
(LECC) - também chamado discoide - LE cutdaneo subagudo (LECS) e LE
cutédneo agudo (LECA) e podem ou nédo estar associadas a comprometimento
sistémico (LES) (ROTHFIELD, 2006). Ao contrario do que sugerem 0S homes,
essa classificacao nao é relativa ao tempo de doenca, mas as caracteristicas
da morfologia clinica e histopatolégica definidas por Sontheimer, Guilliam e
colaboradores em 1979 (in BERBET e MANTESE, 2005).

O LECS é caracterizado pela presenca de lesdes eritematosas
papuloescamosas (psoriasiformes) ou anulares (placas policiclicas),
localizadas principalmente em regides foto-expostas. Aproximadamente 50%
dos pacientes preenchem os critérios de classificagdo de LES (MARCANO et.
al. 2004) pelo Colégio Americano de Reumatologia, entretanto, somente 10% a
15% evoluem para formas graves de comprometimento sistémico
(SONTHEIMER, 2005). As lesbdes tendem a desaparecer apds o tratamento
sem deixar cicatrizes profundas, mas produzem areas de hipopigmentacao,
tipo vitiligo (ROTHFIELD, 2006). O tratamento para essa apresentacao da
doenca ainda nao é consensual, podendo ser local ou sistémico e ha relato do
uso de antimalaricos, imunossupressores, fototerapia, corticosteroides, etc.
(SONTHEIMER, 2005; RIBEIRO et.al., 2008; OKON e WERTH, 2013).

O paciente do estudo é portador de CBM e LECS. Este trabalho visa
relatar este caso e, avalia a resposta inflamatéria sistémica apresentada por ele
pela dosagem de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-17A do sangue. Os
conhecimentos correntes acerca das funcbes das citocinas e das
comorbidades associadas, presentes nesse paciente, serdo o subsidio para tal

propésito.
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MATERIAIS E METODOS

Relato de caso de um paciente com associacao de Cromoblastomicose
(CBM) e Lupus Cutaneo Subagudo (LECS) e avaliacgdo da resposta
inflamatéria apresentado por meio da dosagem de citocinas no sangue. A
coleta dos dados foi realizada no Ambulatério Especializado em
Cromoblastomicose do Centro de Referéncia em Doencas Infectoparisitarias
(CREDIP) da Universidade Federal do Maranhao (UFMA). O paciente com
diagnéstico de Lupus Eritematoso Cutaneo Subagudo, é acompanhado neste
ambulatério e foi convidado a participar da pesquisa CARACTERIZAGCAO
CLIiNICA E DA RESPOSTA IMUNE CELULAR E GENETICA EM PACIENTES
PORTADORES DE CROMOBLASTOMICOSE NO ESTADO DO MARANHAO,
aprovada no Comité de Etica em Pesquisa, sob o n°1276.342, e parte do
projeto de iniciacao cientifica da Pro Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacao da
UFMA, edital n® 18 de 2015. ApOs esclarecimento dos procedimentos e
sanadas as duvidas acerca do estudo, assinou o termo de consentimento livre

e esclarecido.
Imagens

Solicitou-se autorizacdo do paciente para fotografar a area acometida
em trés momentos, inicial, apds associac¢do da terapia com imiquimode tépico e
no quadro atual, com a piora da leséo. A foto foi realizada com camera comum,
com o paciente em decubito dorsal sobre a maca de atendimento. A

privacidade do paciente foi respeitada, bem como sua identidade preservada.

As imagens do histopatolégico e exame direto foram feitas na

microscopia.
Biopsia e exames

Realizou-se bidpsia incisional da lesdo de CBM, sob anestesia local e
assepsia adequada, com punch descartavel 6mm e duas amostras foram
coletadas e reservadas em tubo com soro fisiolégico, para exame direto e
cultura e, em formol a 10% para o anatomopatol6égico. As amostras de tecido
foram encaminhadas ao servico de microbiologia e patologia laboratério Cedro,

onde procedeu-se 0 exame direto, cultura e histopatolégico por profissionais
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experientes. Cultura: material colocado em meio de cultivo, agar glucose
Sabouraud, até que o crescimento das colbnias seja evidenciado e, apds,
realizado microcultivo em &agar batata para posterior microscopia éptica com
aumento de 100 e 400 vezes evidenciando as caracteristicas morfoldgicas da
espécie do fungo. Histopatol6gico: lamina corada com hematoxilina-eosina e
analisado via microscopia com aumento de 100 e 400 vezes.

Isolamento do DNA, sequenciamento ¢genético e analise

filogenética

Das colbnias de fungo, cultivadas em agar glucose Sabouraud (SGA),
procedeu-se extracdo de DNA genbmico utilizando o kit UltraClean de DNA
microbiano (MO Bio, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as instrucbes do
fabricante. A grande subunidade (LSU) do gene de RNAr nuclear foi
amplificado utilizando iniciadores NL1 e LR5. Trés regides dos genes foram
escolhidas para delimitar as espécies: DNA ribosomal (DNAr) na regido
espacadora intergénica (ITS), gene da divisao parcial celular do ciclo (CDC42),
e B-tubulina (BT2). Os amplicons da ITS foram geradas com os iniciadores
VIG e LS266 e sequenciados com iniciadores ITS1 e ITS4. A amplificacdo do
CDC42 e o sequenciamento deste foram feitos com cdc42w e cdc42f e a
amplificagdo e sequenciamento de BT2 com Bt-2a e T2. A mistura de reagao
de amplificacdo tinha um volume total de 12,5ul, que era composto de um
tampao de PCR, 2.0mM MgClz, 25uM de deoxinucleosideo-trifosfato (ANTPs),
0,5uM (cada) de iniciador forward e reverso, 1U de DNA polimerase do BioTaq
e 10ng de DNA genbmico. A amplificagdo da mistura foi realizada em
termociclador ABIPrism 2720 (Applied Biosystems, Foster City, EUA), com 35
ciclos, da seguinte forma: 95C durante 4 minutos, 95T durante 45s, 52T
durante 30s, e 72C durante 2 min, e um atraso de 72T durante 7 min. As
temperaturas de annealing foram alteradas para 52C, 55T, e 58T, para a
regiao ITS, CDC42 e BT2. Executou-se a lavagem dos amplicons com
exonuclease | e fosfatase alcalina de camardo (SAP) de acordo com as
instrucdes do fabricante. A seguir, realizou-se o sequenciamento com kit
BigDye Terminator do ciclo v.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
de acordo com as instrucées do fabricante, e as misturas da reacédo foram
purificadas com coluna de Sephadex G-50 fino (GE Healthcare Bio-Sciences,
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Uppsala, Suécia). As sequéncias foram analisadas no sequenciador de DNA
ABIPrism 3700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

As sequéncias de consenso da regiao ITS, BT2, CDC42, e LSU foram
inspecionadas visualmente utilizando software MEGA v.6. Os alinhamentos
foram realizados utilizando a linha de interface MAFFT. As regides ITS, BT2,
CDC42 foram primeiramente analisadas em separado, e, em seguida, a analise
filogenética dos multilocus foi utilizada para investigar as relacbes entre 99
cepas de Cladophialophora (n=37) e Fonsecaea (n=62), com Cladophialophora
arxsii compreendendo o outro grupo. Dados conflitantes foram estimadas
usando o teste de particido de homogeneidade disponivel em PAUP*v. 4.0b10.
Analises da LSU foram feitas para avaliar a posicao filogenética da espécie
analisadaneste estudo. A analise filogenética da pequena subunidade (SSU) e
LSU, previamente reconhecida no Herpotrichiellaceae, ja descritos por de Hoog
et al. (2011), por Feng et. al. (2014) e por Vicente et. al. (2014), foi tomada
como base para delimitagcdo do clado. As arvores foram construidas com 1.000
réplicas do cadastro usando a probabilidade maxima de funcado implementada
em software v.6 mega, e o melhor modelo evolutivo que corresponde ao
conjunto dos dados foi utilizado. Valores correspondentes ao banco, igual ou
superior a 80%, foram os considerados como estatisticamente significativos.
Essa etapa da pesquisa foi realizada no laboratério de Parasitologia da
Universidade Federal do Parana.

Quantificacao das citocinas

O paciente teve o sangue coletado por puncao periférica em tubo com
gel separador. A amostra foi identificada e acondicionada sob congelamento, a
-20°C. O plasma foi centrifugado a 1500rcf por 10min para precipitacdo de
debris. Realizou-se, entdo, a quantificagdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IFN-y, TNF- a e IL-17A, pela técnica de CBA, ensaio citométrico de esferas
ordenadas. Todos os reagentes utilizados foram provenientes do Kit (Human
Th1/Th2/Th17 cytokine Kit) obtidos da Becton Dickinson Biosciences (San
Jose, CA, USA). O Kit CBA mescla as tecnologias do ELISA com a citometria
de fluxo. Na placa de 96 pocos, fundo em U, foram adicionados 25uL da
amostra padrao fornecida pelo fabricante ou dos plasmas a serem testados.
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Em seguida receberam 25uL de cada reagente cytokine beads para marcar a
producédo de cada citocina e 25uL de anticorpo conjugado ao fluorocromo PE
(Figura 1).

Figura 1 — Desenho ilustrativo da placa de 96 pocos com fundo
em U, experimental, para a quantificagdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
TNF-a, IFN-y e IL -17 pela técnica de CBA no plasma de pacientes portadores
CBM.
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Azul: amostras padrdes fornecidas pelo fabricante; Vermelho: amostra do paciente com CBM
e LECS.

Os pocos foram homogeneizados e incubados a temperatura ambiente
por 3 horas protegidos da luz. Apds o periodo de incubacao as amostras foram
ressuspensas com 300uL de solugéo tamp&o. A placa foi centrifugada por 10
minutos a 453rcf e o sobrenadante foi descartado. As amostras foram entédo
ressuspensas em 150uL de solugado tampao para leitura no citdbmetro de fluxo
FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Apds a leitura dos
padrées e da amostra, os dados foram analisados no software FCAP ARRAY
Versao 3.0 (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), onde os valores foram
expressos em pg/mL para cada citocina. Essa etapa do procedimento foi
realizada no Laboratério de Imunofisiologia (LiF) da UFMA.
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RESULTADOS

R.N.R, masculino, 52 anos, negro, lavrador, natural e residente em
Nina Rodrigues — MA, catdlico. Paciente é encaminhado, em novembro de
2013, ao ambulatério especializado em CBM do CREDIP-UFMA pelo servigo
de Dermatologia do HUUFMA, onde realizava tratamento para LECS desde
1999 (em uso de Cloroquina + Metotrexate no momento da primeira consulta).
Apresentava lesdo de CBM grave, do tipo placa infiltrativa, com centro
cicatricial, bordas circinadas, em membro inferior direito, aspecto descamativo
e pruriginosa ha aproximadamente 10 anos (Figura 2A). Apresentava areas
extensas de fibrose na area cicatricial, impedindo a extensao completa do
membro e causando dificuldade a deambulacao.

Figura 2 - Evolucdo das lesdes de CBM apresentadas pelo
paciente.

A) Leséo apresentada pelo paciente no momento da primeira consulta no CREDIP-UFMA. B)
Melhora do quadro apds associagédo da terapéutica de ltraconazol oral + Imiquimode tépico:
desaparecimento dos pontos negros, caracteristicos da doencga, bordas com menor elevagéo e
granulacdo da pele na area da lesdo. C) Aumento da area acometida, palidez da pele

acometida pelo fungo, elevagéo das bordas e intensa descamagéao na porgéo distal da leséo.

Trazia resultado de anatomopatolégico do servico de origem que
evidenciava a presenca dos corpusculos muriformes na amostra. Realizou-se
coleta de sangue e bidpsia das lesdes. Foi iniciado o tratamento com
Itraconazol 400mg/dia, em duas doses. O material coletado foi enviado para
realizacdo de exame micolégico direto, histopatolégico (Figura 3) e cultura
(Figura 4), com resultados descritos no quadro abaixo.
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Figura 3 — Resultado dos exames direto e histopatoldgico.

A) Presenca os corpusculos muriformes; B) Seta preta indicando a visualizagdo dos
corpusculos nas células do tecido do paciente, em aumento de 400 vezes; C) Seta vermelha
indicando a presenca das células gigantes de Langerhans, em aumento de 100 vezes.

Figura 4 — Cultura para fungo, com crescimento do Fonsecae pedrosoi.

Crescimento do cultivo apés 15 dias de incubagéao a 28C. A) Formagéao dos conidios
primarios e secundarios; B) Hifas multisseptadas, em pouca quantidade de filamentos.
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Quadro 1: Descricaio dos resultados dos exames direto,
histopatoldgico e cultura.

EXAME RESULTADO

Exame micoldgico direto Visualizacao dos corpusculos
muriformes/ escleréticos com
septacao em multiplos planos

Histopatolégico Em aumento de 100 vezes:
epiderme com hiperplasia irregular e
hiperceratose; derme superior e
média com infiltrado epitelial misto
difuso, constituido por células
gigantes tipo Langherans
abundantes, e presencga de linfocitos
plasmécitos e neutrofilos.

Em aumento de 400 vezes: infiltrado
granulomatoso epitelial associado /a
denso infiltrado de neutrdfilos
circundando estrutura ovoide Unica,
cm reforco de membrana de
coloracdo marrom dourada

Cultura Formacdo de conidios primarios e
secundarios. Colénias de Fosecaea
pedrosoi, caracterizado por poucos
filamentos de hifas e presenca de
multisseptacéo filamentar.

No periodo de um ano (nov/2013 a nov/2014) houve baixa resposta ao
tratamento antifingico oral, com pouca melhora das lesbGes. Associou-se,
entdo, o Imiquimode creme, de uso topico, a 5%, 3 vezes por semana. Em trés
meses, fevereiro de 2015, com a associagao da terapia, ja foi possivel perceber
melhora do quadro cutaneo (Figura 2B), com diminuicdo da elevacdo das
bordas, menor descamacdo e pele mais rosada. Em julho de 2016, apés
suspenso o imunossupressor oral pela dermatologia, o paciente apresenta
piora do quadro cutdneo, com lesdo que se caracteriza por aumento da area

acometida e intensa descamacao (Figura 2C).

O sequenciamento genético apresenta fungo conclui tratar-se de fungo
dentro da espécie Fonsecaea pedrosoi, com diferengas genéticas que o
identificam dentro da arvore filogenética com DNA especifico (Figura 5). No
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momento, efetua-se os procedimentos legais para registra-lo no CBS, o banco
de dados genéticos dos fungos, atualmente sob o numero CBM 53. As
citocinas dosadas foram IL-2, IL-4, IL-6, TNF-a, IFN-a e IL-17A, porém, apenas

a IL-6 foi detectada no soro do paciente, num total de 3,47pg.

Figura 5 — Arvore filogenética

Fonsecaea pedrosoi CBS117910
Fonsecaea pedrosoi CBS 271.37%*
100 | Fonsecaea pedrosoi CBM 53
Fonsecaea pedrosoi CBS 253 .49

‘| Fonsecaea pedrosoi CBS125749

86 | Fonsecaea pedrosoi CBS 122849
Fonsecaea monophora CBS 100430
Fonsecaea monophora CBS 269.37*
y e Fonsecaea monophora CBS 102248
- Fonsecaea monophora CBS 117236

Fansecaea monophora CBS 102238
Fonsecaea nubica CBS 269.64%*
Fonsecaea nubica CBS 444,62
ga | | Forsecaea nubica CBS 270.37

Fonsecaea nubica CBS 277.29

Fonsecaea nubica CBS 5357.76

— Fonsecaea pugnacius CBS 139214
Cladophialophora arxii CBS 306.94%

0.01

Sequenciamento genético do agente causador apresentado pelo paciente do estudo. Fungo da
espécie Fonsecaea pedrosoi realgcado em vermelho na figura, mostrando relagao intrinseca

com a familia Fonsecae.
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DISCUSSAO

Sabe-se que a resposta terapéutica em CBM € um grande desafio,
principalmente em quadros graves da doenca assim como a apresentada pelo
paciente que necessitou da associacao de droga antifingica e imunomodulador
para apresentar alguma melhora lesional. As opc¢des relatadas na literatura,
sao variadas, sendo o itraconazol e a terbinafina, antifingicos sistémicos, os
mais amplamente utilizados (QUEIROZ-TELLES e SANTOS, 2013). Outros
tratamentos, tanto para casos refratarios como para opgcao em quadro inicial,
incluem acao mecéanica — imunomoduladores e novos antifungicos: terapia
fotodindmica, crioterapia, imiquimode, posaconazol, entre outros (BONIFAZ,
et.al., 2001; LUPI, et.al, 2005; NEGRONI, et.al., 2005; SANTOS, et. al.,2007;
ANTONELLO, et.al, 2010; LYON, et. al., 2011; TORRES-GUERRERO, et.al.,
2012; SOUSA, et. al., 2014). A associagdo com o Imiquimode tépico, embora
uma opcgao recente, acarretou melhora nas lesées do paciente. Santos et. al.,
em 2014, ja haviam relatado a boa resposta terapéutica em CBM com o0 uso
deste imunodulador, que estimula o sistema imune inato e adquirido. Isso
explica a melhora do quadro cutaneo, pois, a associacdo medicamentosa

promoveu aumento da resposta imunoldgica local pelo paciente.

Em geral, os diagnésticos dessa doenca tendem a ser tardios, com
doenca ja avancada. O paciente refere o quadro ha 10 anos, com diversas
terapéuticas, sem diagndstico adequado. A clinica e a epidemiologia sao
fatores importantes: CBM: homem, adulto jovem, lavrador e de area endémica
— 0 Maranhdao (AZEVEDO, 2014). O Fonsecaea pedrosoi evidenciado nos
exames direto, cultura e histopatolégico e confirmado com o sequenciamento
genético estd de acordo com a area geografica, pois essa é espécie mais
encontrada nas regides tropicais (SANTQOS, et. al. 2007).

Ha pouca elucidacdo dos mecanismos de adaptacdo desenvolvidos
pelo fungo, na patogenia da doenga, em relacdo ao sistema imune humano
(BURJACK et.al., 2014), apesar de se saber que a producdo de melanina,
caracteristica dos fungos dematiaceos, seja um fator importante na
sobrevivéncia do Fonsecaea pedrosoi no hospedeiro (FERRAZ, 2011). No que
tange a resposta inflamatéria do paciente, as interleucinas ja relacionadas a
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CBM nao foram detectadas, apesar da gravidade do quadro e, provavelmente,
devido a imunossupressao induzida pela terapia medicamentosa oral. O TNF-a,
por exemplo, esta ativamente presente nas respostas imunes locais como
apresentado por Wang et.al. (2013), em estudo experimental, logo aos 7 dias
da inoculacdo do Fonsecaea pedrosoi e mantem-se elevada no 30° dia de
tratamento. A IL-10, considerada uma citocina anti-inflamatéria ou, ainda,
imunossupressora, ja foi evidenciada com papel importante em CBM (SOUSA,
et.al, 2008), e tem niveis mais elevados em pacientes com formas graves da
doenca (GIMENES et. al., 2005). O IFN-y, por sua vez, foi relatado no estudo
de Gimenes et.al. (GIMENES, et. al., 2006) relacionando a interleucina com a
gravidade da doenca. Esta citocina encontra-se mais elevada em pacientes
com formas leves e moderadas da doencga (SANTOS et. al., 2007).

A principal marca do IFN-y é sua caracteristica de marcador de doenca
cronica e no soro deste paciente nao foi detectado, apesar de ter a doenca ha
10 anos. A IL-17A é a que tem maior numero de relatos na literatura quando se
trata de CBM (SOUSA et.al., 2008; SILVA et.al., 2014; LEEYAPHAN et.al.,
2016), e sua principal funcao reside na inducéao de producao de citocinas pelas
células epiteliais, justificando a elevacdo em doencas com acometimento
cutdneo. Em 2014, Azevedo etf. al. quantificaram anticorpos IgG e seus
subtipos em pacientes com CBM evidenciando a presenca desta
imunoglobulina no soro de 100% dos pacientes da amostra, atividade
intrinsecamente ligada a IL-6. Publicacbes relacionando a IL-6 a resposta
inflamatéria da CBM, ainda, sao escassas, porém, apesar da
imunossupressao, encontra-se presente em niveis elevados no soro deste

paciente.

A IL-6 é uma das citocinas pro-inflamatoérias mais potentes (STANLEY
e LACY, 2010), atua na ativagéo de linfécitos, estimula a producao de células B
na medula, induzindo, fortemente, a produgcdo de anticorpos (MURAKAMI e
HIRANO, 2012), além de produzir proteinas de fase aguda no figado. Niveis
elevados de IL-6 e polimorfismos do gene de IL-6 tem sido associados com
frequéncia a doencas autoimunes, (SCHOTTE et. al, 2001; HULKKONEN,
2001; ALEGRE-SANCHO etal., 2013; DURAES etal., 2014.), bem como a

exacerbacao das manifestacdes clinicas e/ou piores progndésticos, inclusive na
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transformacao celular cancerigena (Qi et. al., 2014). No que tange a essa
interleucina e o Lupus, Jain et. al. (JAIN, et. al., 2016), em estudo experimental,
relacionaram niveis aumentados de IL-6 com maior mortalidade dos modelos
LES-like. Na andlise do seu papel no luopus cutdneo, Maczynska et. al.
(MACZYNSKA, et. al., 2006), encontraram uma mediana de 4,6pg de IL-6
quando comparados pacientes LECS ANA (+) e ANA (-). O estudo de Mendéz-
Flores et. al. (2016), que avaliou os efeitos das citocinas na fisiopatologia do
LEC, encontrou uma quantidade mais elevada de células Th22 — subconjunto
que se diferencia a partir da secrecéo de IL-6 e TNF-a - em pacientes com
Lupus Cuténeo Discoide (também conhecido como LECC) e LECS do que em
pessoas saudaveis. A IL-6, portanto, tem papel chave no desenvolvimento de
auto-anticorpos e doencas autoimunes. E pode estar detectavel neste paciente,
apesar da imunossupressao induzida pelo metotrexate, pela prépria doenca
autoimune, pela CBM, ou, ainda, pela associacdo de ambas as doencas, ja que
a relacao da IL-6 com a CBM ainda é escassa.

Mundialmente, as infecgdes fungicas tem aumentado sua frequéncia.
Se por um lado temos um transito maior de pessoas nos mais variados paises,
por outro, temos uma crescente populacdo imunossuprimida (FERNANDEZ-
FLORES et.al, 2014) seja por condi¢des sociais, seja por condi¢cdes biolbgicas.
As micoses subcutaneas tem distribuicdo universal, principalmente em regides
tropicais e subtropicais. Apesar de carateristicas bastante semelhantes, os
agentes infecciosos sdo diversos (LA HOZ e BADDLEY, 2012). O paciente
deste estudo apresenta cultura positiva para Fonsecaea sp., fungos
dematiaceo, melanizado. Essa classe (Dematiaceo ou Herpotrichiellaceae) de
fungos possui amplo espectro de acometimentos, com maior viruléncia, e tem
no género Exophiala variadas apresentacbes clinicas (HOFFMANN et.al.,
2011). A CBM tem sido relatada com fungos de género e espécie diferentes,
como o Phialophora richardsiae (YOUNG-MIN et.al., 2010), embora a maior
parte seja por Fonsecae pedrosoi e Phialophora verrucosa. Atualmente, ja é
possivel encontrar caso de CBM em paises de clima de frio, como a Europa
(PINDYCKA-PIASZCZYNSKA et.al, 2014), de evolucéo crénica complicada da
doenca para carcinoma de células escamosas (TORRES et al, 2010;
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AZEVEDO et.al., 2015) e em paciente hansénico, imunossuprimido, associado
a mucormicose (BASILIO et.al., 2012).

As colagenoses, doengas autoimunes e imunodeficiéncias, causas de
imunossupressao, tendem a favorecer infeccées por fungos (HOFFMANN
etal., 2011). Em pacientes com LES, as infec¢cdes sdo a maior causa de
mortalidade e morbidade. Na associacdo com doencas fungicas, temos relatos
de LES com Aspergilus fumigatus (MACEDO et. al., 2009), Microsporum
gypseum (MACEDO et.al., 2008), Cladophialofora bantiana (WNERLINGER e
MOORE, 2005) e Exophiala jeanselmei (MURAYAMA et.al., 2003); de doenca
do colageno com Exophiala jeanselmei (NOMURA etal, 2010) e na
associagdo com HIV/AIDS uma imensa quantidade de fungos, que
habitualmente podem ser indcuos, nesta condi¢ao, tendem a ser graves e, por
vezes, letais (RIBEIRO et.al.,2009). Este paciente, apesar de referir ter
percebido as lesées de CBM (h& 10 anos) antes do diagndéstico de LECS (em
tratamento ha 5 anos), corrobora o conhecimento difundido de que a presenga
de doenca autoimune é um fator de predisposicao a infeccoes fungicas.

O presente estudo é o primeiro, que sem tem conhecimento, a
descrever um caso de CBM e LECS, embora haja um relato da comorbidade
com LES (NEIVA, etal., 2002). Setenta por cento dos pacientes acometidos
por LECS sao do sexo feminino e brancas (ROMITI et.al., 2004). O paciente
foco deste estudo € negro e do sexo masculino. A associacao entre as duas
doencgas que acometem a pele, por distintos mecanismos — autoimunidade e
fungo - e com tamanha repercussao na qualidade de vida (TABORDA et.al.,
2010) dos e deste paciente € um desafio. A CBM é uma doenca de dificil
controle, com baixas respostas terapéuticas (QUEIROZ-TELLES, 2015) e que
limita a atividade laboral do paciente interferindo na vida social e financeira. O
LECS, por acometer areas fotoexpostas, acarreta isolamento social, enquanto
h&a doenca ativa, além da perturbacdo causada pela possibilidade de
acometimento sistémico, que, embora baixa, existe (KUHN e LANDMANN,
2014).
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CONCLUSAO

Compartilhar os conhecimentos adquiridos com este estudo é
imprescindivel para que este e outros pacientes possam dispor de
medicamentos e terapias alternativas que possibilitem ndo s6 a cura, mas
fortalecam a autoestima e permitam melhor qualidade de vida. Assim, estudos
que permitam aprofundar conhecimentos e promover questionamentos
relacionados a doencas, das mais simples as mais complexas, devem ser
estimulados e propagados. A IL-6 ja esta estabelecida como importante para as
doencas autoimunes, inclusive o LuUpus. Estar detectavel no soro deste
paciente, apesar da imunossupressdo, € indicador de intensa resposta
inflamatéria. Estudos que relacionem a IL-6 & CBM serdo de grande
importancia para aprofundar o entendimento da resposta imunolégica em
pacientes com associacdao a doenca autoimune. A elucidacao das funcbes das
citocinas, relacionando-as as doengas em si, pode ser capaz de gerar
terapéuticas mais especificas e adequadas, com melhores respostas do que os
tratamentos atuais. Difundir estes estudos, portanto, é peca fundamental na
compreensao dos mecanismos desenvolvidos tanto por agentes agressores

guanto pelas doengas autoimunes.
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